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Zusammenfassung
Die Homöostase der Epidermis basiert auf einem exakt kontrollierten Gleihgewiht
zwishen Proliferation und Dierenzierung der Keratinozyten und ist harakterisiert durh
die spezishe Expression bestimmter Keratine, Zelladhäsionsmoleküle und Proteasen.
Ziel der biomedizinishen Forshung ist die Identizierung von Proteinen, die typish für
pathologishe Veränderungen der Haut sind und als Biomarker in der Diagnostik oder
Therapie eingesetzt werden können.
In einem experimentellen Ansatz zur Identizierung von Genen, deren Expression
in der Rükenhaut der Maus durh den Tumorpromotor TPA und somit in entzündli-
her und hyperplastisher Haut stark induziert wird, wurde eine neue Aspartylprotease
(Taps = TPA-induible asparti proteinase-like gene in skin) entdekt. In einer detail-
lierten Analyse von Mausgeweben konnte nahgewiesen werden, dass Taps ausshlieÿlih
in Epithelzellen exprimiert wird und dass die Expression mit der terminalen Dieren-
zierung von mehrshihtigen Epithelien und Drüsenzellen korreliert. Die Regulation der
Taps-Expression ist komplex und erfolgt auf der Ebene der TPA-induzierten Transkripti-
on über die AP-1-Untereinheiten -Fos und JunB, der Proteinsynthese durh alternative
Translationsstartstellen und posttranslational durh Autoproteolyse.
Die Epidermis von Taps-überexprimierenden, transgenen Mäusen entwikelt nah hro-
nisher TPA-Behandlung der Rükenhaut ein deutlih verdiktes Stratum granulosum.
Dieser Hypergranulose-Phänotyp ist zellautonom für Keratinozyten und wird mögliher-
weise durh den Einuss von Taps auf Zelladhäsionsproteine, wie z.B. E-adherin, ver-
mittelt.
Die Analyse von murinen und humanen Hauttumoren sowie niht-neoplastishen, hy-
perkeratotishen Hautläsionen maht deutlih, dass die Expression von Taps mit aberran-
ter Dierenzierung jedoh niht mit neoplastisher Transformation assoziiert ist. Vielmehr
zeihnen sih maligne Hauttumore durh die Abwesenheit von Taps-exprimierenden Zellen
aus. Somit stellt Taps einen neuen potentiellen Biomarker für die klinishe Dierential-
diagnose pathologisher Veränderungen der Haut dar.
Summary
The homeostasis of the epidermis is based on the tightly ontrolled balane between
proliferation and dierentiation of keratinoytes and is haraterized by the spei ex-
pression pattern of ertain keratins, adhesion moleules and proteases. A major aim of
today's biomedial researh is the identiation of proteins typial for pathologial hanges
in the skin that might be used for diagnosti or therapeuti purposes.
A novel asparti protease (Taps = TPA-induible asparti proteinase-like gene in skin)
has been disovered in an experimental approah to identify genes, the expression of whih
is strongly indued in inamed and hyperplasti bak skin of mie upon treatment with
the tumor promoter TPA. In a detailed analysis of murine tissues, the expression of Taps
was found to be onned to epithelial ells and to orrelate with terminal dierentiation
of stratied epithelia and glandular ells. The regulation of Taps expression is omplex
and ours on the level of TPA-indued transription by the AP-1 family members -Fos
and JunB, on the level of protein synthesis by use of alternative translation initiation sites
and posttranslationally through autoproteolysis.
After hroni TPA treatment the epidermis of Taps-overexpressing, transgeni mie
develops a markedly thikened stratum granulosum. This hypergranuloti phenotype is
ell autonomous for keratinoytes and might be based on the inuene of Taps on ell
adhesion moleules like E-adherin.
The analysis of murine and human skin tumors as well as non-neoplasti, hyperke-
ratoti skin lesions reveals that the expression of Taps is assoiated with aberrant dif-
ferentiation rather than neoplasti transformation. Moreover, malignant skin tumors are
haraterized by the absene of Taps-expressing ells. Hene, Taps represents a novel
potential marker for the dierential diagnosis of pathologial alterations in the skin.
Danksagung
Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen meiner Tätigkeit in der Abteilung Signal-
transduktion und Wahstumskontrolle des Deutshen Krebsforshungszentrums (DKFZ)
in Heidelberg. Mein besonderer Dank gilt deshalb Herrn Prof. Dr. Peter Angel, der mir
die Möglihkeit gegeben hat, in seiner Gruppe zu arbeiten. Er hat mih stets bei der
Durhführung meines Projektes unterstützt.
Mein Dank gilt ebenso Frau PD Dr. Karin Müller-Deker für ihre Bereitshaft, meine
Arbeit als Beraterin im Rahmen des Doktorandenprogramms und als Gutahterin zu
betreuen.
Herrn Prof. Dr. Herbert Steinbeiÿer und Frau Prof. Dr. Gabriele Petersen möhte ih
dafür danken, dass sie bei meiner Promotion als Prüfer fungieren.
Ein groÿes Dankeshön geht an Herrn Dr. Johen Hess für die hervorragende Betreu-
ung, seine unershöpihe Geduld und seine stete Diskussionsbereitshaft. Die Zusam-
menarbeit während der vergangenen drei Jahre war sehr angenehm.
Auh Frau Ingeborg Vogt gebührt Dank vor allem für ihre Unterstützung bei Zellkul-
turexperimenten. Ferner möhte ih an dieser Stelle Frau Sibylle Teurih, Frau Dr. Bettina
Hartenstein und die Mitarbeitern der Transgeneinheit des DKFZ nennen, die mih bei der
Generierung und Zuht der transgenen Mäuse sehr unterstützt haben.
Bei Herrn Dr. Gerhard Fürstenberger möhte ih mih für die Bereitstellung des mu-
rinen Tumormaterials bedanken, Frau Prof. Dr. Cornelia Mauh danke ih dafür, dass sie
mir Proben humaner Hautläsionen zur Verfügung gestellt hat und Herrn Dr. Kai Breu-
hahn danke ih für die Bereitstellung der Gewebe-Miroarrays.
Ein herzlihes Dankeshön gilt allen Kollegen der Arbeitsgruppe für die durhweg
angenehme Arbeitsatmosphäre, für ihre Unterstützung mit Rat und Tat und für ihren
Humor.
Shlieÿlih danke ih meiner Mutter Ursula Proft, die mir immer ein zuverlässiger
Rükhalt ist, und meinem Mann Arnd-Ragnar für seine Geduld und seine wertvolle Un-
terstützung.
Abkürzungverzeihnis
a Adenin
Abb. Abbildung
AIDS erworbene Immunshwähekrankheit,
Aquired Immune Deieny Syndrome
AMV Avian Myeloblastosis Virus
AP-1 Aktivator-Protein-1
APS Ammoniumperoxodisulfat
ATG Basenfolge des Transkriptionsstarts (Startkodon)
AS Aminosäure(n)
bp Basenpaar(e)
BSA bovine serum albumine, Rinderserumalbumin
 Cytosin
DNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure
CMV Zytomegalovirus
pm ounts per minute, Aktivitätsangabe für Radioaktivität
dATP Desoxy-Adenosin-5'-Triphosphat
dCTP Desoxy-Cytosin-5'-Triphosphat
ddH2O doppelt destilliertes Wasser
dGTP Desoxy-Guanosin-5'-Triphosphat
DKFZ Deutshes Krebsforshungszentrum
DMBA 7,12-Dimethylbenz[a℄anthrazen
IV
VDMEM Dulbeo's Modied Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DN dominant-negativ
DNA Desoxyribonukleinsäure
DNAse Desoxyribonuklease
dNTPs Desoxy-Nukleosidtriphosphate
DTT Dithiothreitol
dTTP Desoxy-Thymidin-5'-Triphosphat
ECL Enhaned ChemoLuminesene
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EGFP grün uoreszierendes Protein, enhaned green uoresent protein
EMSA Eletromobility Shift Assay
ER endoplasmatishes Retikulum
EtOH Ethanol
FCS Fötales Rinderserum, fetal alf serum
g Formelzeihen für die Erdbeshleunigung (in Angaben
zur Zentrifugation)
oder Zeihen für Gramm (in Gewihtsangaben)
oder Guanin
GAPDH Glyzerinaldehydphosphat Dehydrogenase
HCl Salzsäure
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonsäure
HIV humanes Immunshwähe-Virus
HPRT Hypoxanthin Guanin Phosphoribosyl Transferase
IF Immunuoreszenz
IHC Immunhistohemie
ISH in situ-Hybridisierung
kb Kilobasenpaare
KCl Kaliumhlorid
VI
kDa Kilodalton
M Mol, Abkürzung für die Stomenge in molaren Lösungen
mA Milliampère
mg Milligramm
min Minute(n)
ml Milliliter
mM Millimol
MMP Matrixmetalloproteinase
MOPS Morpholinopropansulfonsäure
mRNA messenger -RNA
NaCl Natriumhlorid
NaOA Natriumaetat-Trihydrat
NaOH Natriumhydroxid
ng Nanogramm
nm Nanometer
NP-40 Nonidet P-40
OD optishe Dihte
ORF open reading frame, oenes Leseraster
p.a. Analyse-rein
PAGE Polyarylamidgelelektrophorese
Pap Papillom
PBS Phosphatgepuerte Kohsalzlösung
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion, polymerase hain reation
PDI Protein-Disuld-Isomerase
PE Polyethylen
PEG Polyethylenglyol
PEK Plattenepithelkarzinom
pH pondus hydrogenii (Maÿ für Wasserstoonenkonzentration;
pH = -log [H
+
℄)
VII
PFA Paraformaldehyd
PMSF Phenylmethansulfonyluorid
RNA Ribonukleinsäure
RNAse Ribonuklease
RNAsin Ribonuklease-Inhibitor
rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur
RT-PCR Reverse Transkription mit anshlieÿender PCR
SCC squamous ell arinoma, Plattenepithelkarzinom
SDS Natriumdodeylsulfat
Sek Sekunde(n)
SSH suppression subtrative hybridisation
Std. Stunde(n)
t Thymin
Taps TPA-induible asparti proteinase like gene in skin
Taq-Polymerase Polymerase aus Thermus aquatius
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
tg transgen
TPA 12-O-Tetradeanoyl-phorbol-13-aetat
tRNA Transfer-RNA
U Enzymeinheit, units
UV ultraviolett
V Volt
v/v Volumen-Volumenverhältnis
VE-Wasser vollentsalztes Wasser
wt Wildtyp
w/v Gewihts-Volumenverhältnis
µl Mikroliter
µg Mikrogramm
VIII
Aminosäuren
A Alanin Ala
C Cystein Cys
D Aspartat Asp
E Glutamat Glu
F Phenylalanin Phe
G Glyin Gly
H Histidin His
I Isoleuin Ile
K Lysin Lys
L Leuin Leu
M Methionin Met
N Asparagin Asn
P Prolin Pro
Q Glutamin Gln
R Arginin Arg
S Serin Ser
T Threonin Thr
V Valin Val
W Tryptophan Trp
Y Tyrosin Tyr
Inhaltsverzeihnis
Abbildungsverzeihnis XV
Abkürzungsverzeihnis XV
1 Einleitung 1
1.1 Die Haut . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.1.1 Der Aufbau der menshlihen Haut . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.1.2 Die Rükenhaut der Maus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.1.3 Pathologishe Veränderungen der Epidermis . . . . . . . . . . . . . 5
1.2 Karzinogenese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.2.1 Mausmodelle zum Studium der Hautkarzinogenese . . . . . . . . . . 8
1.3 Die Identizierung von Taps . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
1.4 Aspartylproteasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.5 Fragestellungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2 Materialien und Lösungen 16
2.1 Geräte und Verbrauhsmaterialien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.2 Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.3 Kits . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.4 Molekulargewihtsmarker . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.5 Antikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.5.1 Primärantikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.5.2 Sekundärantikörper . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
IX
INHALTSVERZEICHNIS X
2.6 Radiohemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.7 Oligonukleotide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.8 Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.9 Eukaryontishe Zelllinien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.10 Murines Tumormaterial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.10.1 TPA-behandelte Haut . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.10.2 Papillome und Plattenepithelkarzinome . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.11 Humanes Hautmaterial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.12 Klonierungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.13 Bakterienstämme . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.14 Enzyme, Puer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
2.15 Lösungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
3 Methoden 32
3.1 Molekularbiologishe DNA-Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
3.1.1 Isolierung genomisher DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
3.1.2 Plasmidpräparation im kleinen Maÿstab (Minipräparation) . . . . . 32
3.1.3 Plasmidpräparation im groÿen Maÿstab (Maxipräparation mit Promega-
Kit) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3.1.4 Shneiden von DNA mit Restriktionsenzymen . . . . . . . . . . . . 34
3.1.5 Dephosphorylierung von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
3.1.6 Auüllen von 5'-Überhängen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
3.1.7 Ligation von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
3.1.8 Herstellung hemo-kompetenter E. oli-Bakterien . . . . . . . . . . 35
3.1.9 Transformation hemo-kompetenter E. oli-Bakterien . . . . . . . . 35
3.1.10 Klonierung des Konstruktes hTaps(D212N) . . . . . . . . . . . . . . 36
3.1.11 Elektrophoretishe Auftrennung von DNA . . . . . . . . . . . . . . 36
3.1.12 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen mit dem QIAquik Gel
Extration Kit Protokoll . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.1.13 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA bzw. RNA . . . . . . . . . 37
INHALTSVERZEICHNIS XI
3.1.14 Ethanolpräzipitation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
3.1.15 Photometrishe Bestimmung der Nukleinsäure-
Konzentration in Lösung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
3.1.16 Amplikation von DNA durh Polymerase-Kettenreaktion (PCR) . 39
3.1.17 Quantitative RT-PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
3.1.18 Sequenzierung von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
3.2 Molekularbiologishe RNA-Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
3.2.2 Synthese von DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
3.2.3 Elektrophorese von RNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
3.2.4 Northern Blot . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
3.3 Proteinbiohemishe Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
3.3.1 Herstellung von Gesamt-Proteinextrakten . . . . . . . . . . . . . . 44
3.3.2 Herstellung von Kern- und Zytoplasmaextrakten . . . . . . . . . . . 45
3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.3.4 Ionenanitätshromatishe Aufreinigung von Proteinen mit Talon-
beads . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
3.3.5 SDS-Polyarylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) . . . . . . . . . . 48
3.3.6 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran
(Western Blot) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.3.7 DNA-Proteinbindungsanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
3.4 Histologishe Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
3.4.1 Fixierung von Geweben und Einbettung in Paran . . . . . . . . . 51
3.4.2 Anfertigung von Paran-Gewebeshnitten . . . . . . . . . . . . . . 52
3.4.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
3.4.4 Immunhistohemie (IHC) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
3.4.5 Indirekte Immunuoreszenz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.4.6 Phalloidin-Färbung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.5 Zellkulturmethoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
INHALTSVERZEICHNIS XII
3.5.1 Kulturbedingungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.5.2 Passagieren von Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.5.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
3.5.4 Mykoplasmen-Test . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
3.5.5 Transfektion eukaryontisher Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
3.5.6 Etablierung stabil transzierter Zelllinien . . . . . . . . . . . . . . . 59
4 Ergebnisse 60
4.1 Taps - Sequenz und Proteasedomäne . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
4.2 Herstellung eines polyklonalen Taps-spezishen Antikörpers . . . . . . . . 60
4.2.1 Spezität des Anti-Taps-Antikörpers in Western Blot- und
Immunuoreszenz-Analysen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
4.3 Expression von Taps-Protein in adultem
Mausgewebe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66
4.3.1 Expression in normalem adultem Gewebe . . . . . . . . . . . . . . . 67
4.4 Expression von Taps-Protein nah TPA-Behandlung und in Hauttumoren . 68
4.4.1 Expression nah TPA-Behandlung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
4.4.2 Expression in der Mehrstufenkarzinogenese der Maushaut . . . . . . 70
4.5 Taps-Expression in Keratinozyten-Zelllinien . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
4.5.1 Expression von Taps in humanen Hauttumoren . . . . . . . . . . . 72
4.6 Expression von Taps-Protein in niht-neoplastishen Hautläsionen . . . . . 76
4.7 Transkriptionelle Regulation der Taps-Expression . . . . . . . . . . . . . . 76
4.8 Expression von Taps-Varianten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82
4.9 Taps ist eine funktionelle Aspartylprotease . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84
4.10 Lokalisation von Taps-Protein in Epithelzellen . . . . . . . . . . . . . . . . 87
4.11 Etablierung Taps-überexprimierender Mauskeratinozyten . . . . . . . . . . 90
4.12 Einuss der Taps-Expression auf zelluläre
Prozesse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90
4.13 Generierung einer Taps-transgenen Mauslinie . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
4.13.1 Ubiquitäre Überexpression von Taps . . . . . . . . . . . . . . . . . 94
INHALTSVERZEICHNIS XIII
4.13.2 Etablierung einer Mauslinie mit gewebespezisher
Taps-Überexpression . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
5 Diskussion 106
5.1 Taps - Expression in gesundem Gewebe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
5.2 Transkriptionelle Regulation der Taps-Expression . . . . . . . . . . . . . . 107
5.3 Taps-Expression in pathologishen Veränderungen der Haut . . . . . . . . 108
5.3.1 Taps in der Karzinogenese der Maushaut . . . . . . . . . . . . . . . 108
5.3.2 Taps - ein neuer Biomarker für die maligne Progression? . . . . . . 109
5.4 Taps-Überexpression bewirkt die Ausbildung einer Hypergranulose . . . . . 111
5.5 Taps - eine neue Aspartylprotease in der Dierenzierung mehrshihtiger
Epithelien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 112
5.5.1 Autoproteolyse und Lokalisation von Taps . . . . . . . . . . . . . . 112
5.5.2 Welhe Substrate vermitteln die Funktion von Taps in vivo? . . . . 114
5.6 Ausblik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117
Abbildungsverzeihnis
1.1 Shematishe Darstellung der menshlihen Haut . . . . . . . . . . . . . . 3
1.2 Modell der Karzinogenese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
1.3 Shematishe Darstellung der Mehrstufenkarzinogenese . . . . . . . . . . . 9
4.1 Taps-Sequenz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
4.2 Multi-Alignment der bekannten Taps-Homologe . . . . . . . . . . . . . . . 62
4.3 Western Blot mit Präimmunserum im Vergleih zu Taps-Antiserum . . . . 64
4.4 Charakterisierung des Anti-Taps-Antikörpers . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.5 Taps-Expression in adultem Maus-Gewebe . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
4.6 Kinetik der Taps-Expression nah TPA-Behandlung . . . . . . . . . . . . . 69
4.7 Taps-Expression in der Mehrstufenkarzinogenese . . . . . . . . . . . . . . . 71
4.8 Taps-Expression in Keratinozytenzelllinien . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
4.9 Taps-Expression im humanen Plattenepithelkarzinom . . . . . . . . . . . . 74
4.10 Taps-Expression in humanen Tumorproben . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
4.11 Taps-Expression in humanen Hautläsionen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
4.12 Taps-Expression nah TPA ist -Fos-abhängig . . . . . . . . . . . . . . . . 79
4.13 JunB bindet an den Taps-Promotor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80
4.14 Taps-Expression in JunB-k.o.-Mäusen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82
4.15 Taps-Überexpression in HT1080-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
4.16 Nahweis der Proteaseaktivität von Taps . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87
4.17 Taps-EGFP-Expressionsplasmide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
4.18 Lokalisation von hTaps-EGFP in HEK293-Zellen . . . . . . . . . . . . . . . 89
XIV
ABBILDUNGSVERZEICHNIS XV
4.19 Etablierung Taps-exprimierender MCA3D-Keratinozyten . . . . . . . . . . 91
4.20 Klonales Wahstum von Taps-überexprimierenden MCA3D-Zellen . . . . . 93
4.21 E-Cadherin-Expression in Taps-transzierten Zellen . . . . . . . . . . . . . 94
4.22 Transgen-Konstrukt zur ubiquitären Überexpression von Taps . . . . . . . 95
4.23 Histologishe Analyse von Rüken- und Shwanzhaut in Taps-transgenen
Mäusen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97
4.24 Rükenhaut von Taps-transgenen Mäusen nah TPA . . . . . . . . . . . . 98
4.25 Taps-Transgen-Konstrukt mit Rinder-Keratin-5-Promotor . . . . . . . . . . 99
4.26 Kinetik der Entwiklung der adulten Maushaut . . . . . . . . . . . . . . . 101
4.27 Taps-Expression und Homöostase der Maushaut . . . . . . . . . . . . . . . 102
4.28 Taps-mRNA-Expression nah TPA-Behandlung . . . . . . . . . . . . . . . 103
4.29 Histologie der Maushaut nah TPA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104
4.30 Dierenzierung der Maushaut nah TPA-Behandlung . . . . . . . . . . . . 105
Kapitel 1
Einleitung
1.1 Die Haut
Die Haut ist eines der gröÿten Organe des menshlihen Körpers. Sie hat eine Gesamtä-
he von 1,5-2 m
2
und ein Gewiht von 3,5-10 kg [60℄. Die Haut übernimmt eine wihtige
Rolle beim Shutz des Körpers vor mehanishen Einwirkungen (Zug und Druk), vor
hemishen Agenzien, vor Infektionen, vor der Austroknung und gegenüber Strahlenein-
wirkungen. Eine der wihtigsten Austaushfunktionen der Haut ist die Wärmeabgabe an
die Umgebung durh Shweiÿbildung und Wasserdiusion. Darüber hinaus ist die Haut in
der Lage, über Rezeptoren Tast-, Temperatur- und Shmerzempndungen zu vermitteln.
1.1.1 Der Aufbau der menshlihen Haut
Die Haut wird unterteilt in Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und Subkutis
(Unterhautfettgewebe). Die Epidermis ist ein mehrshihtiges, verhorntes Plattenepithel,
das hauptsählih aus Keratinozyten besteht. Weitere Zellen, die in der Epidermis spezi-
she Funktionen übernehmen, sind Melanozyten, Langerhans-Zellen, Merkel-Zellen und
Leukozyten.
1
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Aufbau der Epidermis
Im histologishen Bild der Epidermis können mehrere Shihten untershieden werden
(Abb. 1.1): Das Stratum basale ist die Shiht der Epidermis, die direkt der Basalmem-
bran anliegt. Sie besteht aus kubishen Zellen mit groÿen Kernen und wenig Zytoplasma.
Es ist die Zellshiht der Epidermis, in der proliferierende Zellen zu nden sind. Einige
wenige Zellen sind sogenannte Stammzellen [29, 96, 113℄, die für die nahezu unbegrenzte
Erneuerungsfähigkeit der Haut verantwortlih sind. Bei der Mitose teilen sih diese Zellen
in eine neue Stammzelle und eine Tohterzelle, die trans(ien)t amplifying ell genannt
wird [95, 21, 6, 91℄. Diese Zelle teilt sih einige Male und beginnt dann mit dem Prozess
der terminalen epidermalen Dierenzierung und der damit verbundenen Wanderung hin
zur Oberähe.
Über dem Stratum basale bendet sih das Stratum spinosum . Hier sind die Kerati-
nozyten gröÿer und polygonal. Sie werden in höheren Shihten zunehmend aher. Eine
Verbreiterung von Stratum basale und Stratum spinosum bezeihnet man alsAkanthose.
Das zur Oberähe hin auf das Stratum spinosum folgende Stratum granulosum
kann eine bis mehrere Zelllagen umfassen. Die Keratinozyten in dieser Shiht sind durh
ihre basophilen Keratohyalingranula in Hämatoxylin-Eosin-gefärbten Gewebeshnitten
deutlih zu erkennen. Eine Verbreiterung des Stratum granulosum bezeihnet man als
Hypergranulose, eine Verringerung als Hypogranulose.
Die oberste Shiht der Epidermis ist das Stratum orneum . Die Keratinozyten die-
ser Shiht sind ganz ah, kernlos und diht gefüllt mit Keratinlamenten. Entsteht bei
der Verhornung ein kernloses Stratum orneum, so spriht man von orthokeratotisher
Verhornung (Orthokeratose), im Gegensatz zur parakeratotishen Verhornung (Para-
keratose), bei der in den Hornzellen Kerne erhalten bleiben. Vom Stratum orneum wer-
den diese Zellen als Hornshuppen abgeshilfert. Die Wanderungszeit vom Stratum basale
bis zum Stratum granulosum beträgt normalerweise zwei bis drei Wohen, vom Stratum
granulosum bis zur Hornshuppe noh einmal zwei Wohen [60, 86℄.
Keratinozyten bestehen im Stratum orneum zu einem wesentlihen Teil aus Keratin,
das shon in den Basalzellen in Form von Keratinlamenten gebildet und während der
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Abb. 1.1: Shematishe Darstellung der menshlihen Haut und der Lokalisierung
dierenzierungsspezish exprimierter Proteine verändert nah [12℄
terminalen Dierenzierung biohemish verändert wird. Die Keratinlamente werden aus
Polypeptiden, den Zytokeratinen, aufgebaut, die in bestimmten Kombinationen und in
einer bestimmten Reihenfolge im Laufe der Dierenzierung exprimiert werden. So wer-
den in den Basalzellen die Zytokeratine K5 und K14 produziert [42, 90℄. Sie bilden ein
dihtes intrazelluläres Netzwerk, das an Desmosomen, welhe die Verbindung zwishen
benahbarten Zellen herstellen, verankert ist. In den Zellen des Stratum spinosum wird
die Proteinsynthese dahingehend umgestellt, dass statt der Keratine 5 und 14 die Zy-
tokeratine 1 und 10 [42℄ sowie das Hüllprotein Involurin gebildet werden. Die Zellen
des Stratum granulosum produzieren keine Keratine mehr, sondern vor allem Prolag-
grin und Loririn [84, 107, 41℄. Im Stratum orneum entsteht durh die Vernetzung von
Involurin und Loririn mit der Keratohyalin-Matrix eine feste Hülle, der sogenannte or-
nied envelope, die für die Barrierefunktion der Haut nötig ist [118℄. Die hier genannten
Polypeptide werden in Immunuoreszenz- und immunhistohemishen Experimenten als
Dierenzierungsmarker zur Kennzeihnung der entsprehenden Shihten der Epidermis
verwendet.
KAPITEL 1. EINLEITUNG 4
Der Aufbau der Dermis
Die Dermis ist das unter der Epidermis liegende Bindegewebe und kann in zwei Shihten
gegliedert werden: das oberählihe, shmale Stratum papillare, das sih in die Räume
zwishen den epidermalen Reteleisten erstrekt, und das breite Stratum retiulare, das
kräftige Kollagenfaserbündel enthält. Hier entspringen die Haarfollikel und Shweiÿdrü-
sen, die von hier bis zur Oberähe der Epidermis reihen. Fibroblasten, die häugsten
Zellen der Dermis, synthetisieren Kollagen-, Retikulin- und elastishe Fasern sowie Ver-
ankerungsbrillen. Die Kollagenfasern sorgen wesentlih für die mehanishe Stabilität
und Dehnbarkeit der Dermis, während Retikulinfasern die Hautanhangsgebilde und die
Basalmembran umgeben. Elastishe Fasern sind für die Festigkeit und Elastizität der Der-
mis wesentlih. Verankerungsbrillen ziehen von der Lamina densa der Basalmembran zu
Kollagenfasern der obersten Dermis und sorgen so für die Verankerung der Epidermis in
der Dermis.
Weitere Zelltypen in der Dermis sind Histiozyten (aktive Makrophagen), die abgestor-
bene Zellen und Abbaustoe wie Melanin, Fette und Proteine speihern und immunolo-
gish aktiv sind, sowie Mastzellen, die allergishe und entzündlihe Reaktionen vermit-
teln. Alle Zellen und Fasern sowie Blutgefäÿe und Nerven sind in eine Matrix aus Wasser,
Proteinen, Kohlenhydraten und Proteoglykanen eingebettet. Unter der Dermis liegt das
Unterhautfettgewebe, das durh loker angeordnetes Bindegewebe unterteilt wird [60℄.
1.1.2 Die Rükenhaut der Maus
Die Epidermis der Maus entwikelt sih aus einem einshihtigen Ektoderm, das den ge-
samten Embryo bedekt [70℄ und an Tag E5-E6 der Embryonalentwiklung gebildet wird
[125℄. Die Bildung der Epidermis aus dem Ektoderm wird durh den Wahstumsfaktor
BMP4 (bone morphogeneti protein 4 ) induziert [16, 79℄. Im Laufe der weiteren Entwik-
lung beginnt das Epithel mehrshihtig zu werden. Die Initiation der Mehrshihtigkeit
wird durh den Transkriptionsfaktor p63 gesteuert [69℄. An Tag E10,5 der Embryonal-
entwiklung wird eine zweite Zellshiht, das Periderm, gebildet, das den Embryo vor
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dem Fruhtwasser shützt bis die Epidermis die Barrierefunktion übernehmen kann. Die
nähste Zellshiht (Stratum intermedium), zwishen Ektoderm und Periderm wird an
Tag E13,5 gebildet [132℄. Diese Zwishenshiht besteht aus proliferierenden Zellen und
ist nur so lange vorhanden bis die eigentlihe Shihtenbildung beginnt. Die ersten Zellen
des Stratum spinosum können ab Tag E15,5 identiziert werden; sie proliferieren niht
und sind durh die Expression von K1 und K10 harakterisiert [11℄. Bei der weiteren
Reifung der Epidermis können ab Tag E17-E18 Loririn und Filaggrin im neu gebildeten
Stratum granulosum und Stratum orneum detektiert werden [11, 84, 107, 125℄. Hierbei
wird das Periderm abgeshilfert.
Die Epidermis der neugeborenen Maus, die a. vier Zelllagen und das Stratum orneum
umfasst, ist noh weiteren Veränderungen auf dem Weg zur adulten Epidermis ausgesetzt,
die nur noh aus ein bis maximal drei Zelllagen unterhalb des Stratum orneum besteht.
1.1.3 Pathologishe Veränderungen der Epidermis
In der Haut werden Proliferation, Dierenzierung und Abshilferung der Hornshuppen
genau koordiniert, um die Homöostase, die Aufrehterhaltung des physiologishen Gleih-
gewihts, der Epidermis zu gewährleisten. Gerät das Verhältnis von Proliferation und
Dierenzierung durh die Einwirkung energiereiher Strahlung, hemisher Substanzen,
durh Entzündungsreaktionen oder durh eine genetishe Prädisposition aus dem Gleih-
gewiht können vershiedenste Hautläsionen entstehen. Als Beispiele können hier Ekzeme,
Psoriasis, Lihen ruber, das Keratoakanthom und die aktinishe Keratose genannt werden.
Ein Ekzem ist laut Denition eine niht kontagiöse Epidermodermitis, die klinish durh
Rötung, Knöthen, Bläshen, Nässen und Shuppenbildung, histopathologish durh herd-
förmige Spongiose, Akanthose und Parakeratose gekennzeihnet ist. Psoriasis, die Shup-
penehte, ist eine erblihe Dispositionskrankheit, bei der die mitotishe Aktivität der
Basalzellshiht sehr stark erhöht ist, was zu einer Aufquellung der Epidermis (Akan-
those) und einer beshleunigten Dierenzierung führt. Dadurh fehlt in der Regel ein
Stratum granulosum und es kommt zur Hyperkeratose. Die klassishe Hautveränderung
bei Psoriasis sind sharf begrenzte, entzündlihe Papeln mit niht fest haftender parake-
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ratotisher Shuppung. Bei Lihen ruber handelt es sih um eine hronish entzündlihe,
niht kontagiöse und niht erblihe Erkrankung der Haut und der hautnahen Shleimhäu-
te. Bei der häugsten Form, dem Lihen ruber planus, treten gerötete, sharf begrenzte
Papeln in Gruppen oder netzförmigen Feldern auf. Charakteristish für diese Gruppen
oder Felder ist eine feine weiÿlihe Streifung (Wikham-Streifung), bei der es sih um
die durhsheinende Verdikung des Stratum granulosum (Hypergranulose) handelt [60℄.
Das Keratoakanthom ist eine sogenannte Pseudokanzerose. Als solhe werden Epi-
thelhyperplasien bezeihnet, die mit Entzündung einhergehen und hronish progredient
verlaufen. Ein Keratoakanthom ist ein shnell wahsender epithelialer Tumor, der die Fä-
higkeit zur Spontanremission besitzt. Die aktinishe Keratose (Keratosis atinia) gehört
zu den Präkanzerosen. Es handelt sih um eine keratotishe Veränderung, eine intraepi-
dermale Krebsvorstufe, die in ein Plattenepithelkarzinom (Spinaliom) übergehen kann.
Sie tritt auf hronish lihtexponierter Haut auf, bei der durh UVB-Exposition ein irre-
parabler Shaden an der DNA der Basalzellen hervorgerufen wurde [60℄.
1.2 Karzinogenese
Die Entstehung epithelialer Tumore ist ein Mehrstufenprozess, der in die Phasen Initia-
tion, Promotion, Progression und Metastasierung unterteilt werden kann [131℄. Ursahe
der Krebsentstehung ist die Ansammlung genetisher und epigenetisher Veränderungen
innerhalb einer Zelle [51, 138℄. Diese Veränderungen können durh mutagene Chemika-
lien aber auh durh Viren, energiereihe Strahlung oder Fehler bei der Replikation der
DNA hervorgerufen werden. Sie führen dazu, dass streng regulierte zelluläre Prozesse wie
Proliferation, Dierenzierung und Apoptose niht mehr ausreihend kontrolliert werden
können [48℄.
Die Karzinogenese beginnt mit einer Mutation, der sogenannten Initiation. Bei dieser
Initiation wird die DNA derart geshädigt, dass die Zelle daraus einen Wahstumsvorteil
erhält. Dieser Wahstumsvorteil ermögliht das klonale Auswahsen der initiierten Zelle
und damit eine Dysplasie und Hyperplasie des betroenen Gewebes. Zusätzlihe geneti-
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she und epigenetishe Veränderungen in initiierten Zellen während der Promotion können
zur Bildung eines Primärtumors führen, der zunähst lokal begrenzt wähst. Im Stadium
der Progression akkumulieren in Zellen eines solhen benignen Tumors weitere geneti-
she Veränderungen, u.a. in Tumorsuppressorgenen und Onkogenen, die shlieÿlih zur
Ausbildung eines malignen und shlieÿlih auh metastasierenden Tumors führen (Abb.
1.2, [135℄). Andererseits kommt es in benignen Tumoren, die diese Veränderungen niht
aufweisen, häug zu einer Regression und der Tumor bildet sih zurük [135℄.
: : : :
PSfrag replaements
genetishe
Veränderung
genetishe
Veränderung
genetishe
Veränderung
Umweltfaktor
normales Gewebe prämaligne Shädigung Primärtumor Metastasierung
normale Zelle
prämaligne Zelle maligne Zelle ohne
metastatishes Potential
maligne Zelle mit
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hem Potential
Abb. 1.2: Modell der Karzinogenese Diese Abbildung zeigt die shrittweise maligne Pro-
gression von Krebszellen durh Akkumulation genetisher Veränderungen (nah [135℄).
Genetishe Veränderungen, die sih während der Tumorprogression ereignen, sind Mu-
tationen in Onkogenen, z.B. dem ras-Gen, die dadurh aktiviert werden, sowie der Verlust
von Chromosomenabshnitten und damit der Verlust bestimmter Tumorsuppressorgene
[34℄. Zu den epigenetishen Veränderungen, die mit der Tumorprogression in Zusammen-
hang gebraht werden, gehören Veränderungen in der Methylierung der DNA, die einen
Einuss auf die Aktivierung und damit der Transkription bestimmter Gene hat [74℄. Ein
Beispiel für die Mehrstugkeit der Karzinogenese ist das Kolonkarzinom. Hier konnte
gezeigt werden, dass Mutationen in mindestens vier bis fünf Genen nötig sind, um ein
Karzinom hervorzurufen. Eine geringere Anzahl von Mutationen kann jedoh zur Ausbil-
dung benigner Tumore (Adenome) führen [34, 129℄.
Charakteristish für die Progression vom benignen zum malignen Tumor ist die In-
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vasion der Tumorzellen durh die Basalmembran und die Wanderung der Zellen in das
darunterliegende Stroma. Diese Entwiklung setzt entsheidende Veränderungen in der
Zell-Zell-Adhäsion sowie der Interaktion der Zellen mit der sie umgebenden Matrix vor-
aus [138℄.
1.2.1 Mausmodelle zum Studium der Hautkarzinogenese
Für Studien der Hautkarzinogenese existiert ein sehr gut untersuhtes und seit vielen
Jahren etabliertes experimentelles Modellsystem: Die Entwiklung von Plattenepithelkar-
zinomen in muriner Haut nah initiierender Applikation von DMBA, das unter ande-
rem zur Mutation im Ha-ras-Proto-onkogen führt, gefolgt von mehrfaher Behandlung
mit Tumorpromotoren (Abb. 1.3) [26, 81, 43℄. Tumorpromotoren, wie z.B. der Phorbol-
ester 12-O-Tetradeanoyl-phorbol-13-aetat (TPA), der aktive Bestandteil des Krotonöls
[30, 49, 101℄, verstärken die karzinogen-induzierte Tumorbildung und verändern die Ex-
pression von Proto-Onkogenen, Transkriptionsfaktoren, sezernierten Proteasen und Vi-
ren [101℄. Diese Veränderungen können zur Ausbildung gutartiger, sogenannter benigner
Tumore (Papillome) führen, von denen sih einige spontan zu malignen Plattenepithel-
karzinomen weiter entwikeln. In diesem Modellsystem kann daher die Entwiklung eines
normalen Keratinozyts über das Stadium eines Papilloms bis hin zum Plattenepithelkarzi-
nom und die dabei ablaufenden genetishen und epigenetishen Veränderungen untersuht
werden.
Phorbolester rufen in der Haut eine akute Entzündungsreaktion mit Ödembildung
und inammatorishem Inltrat hervor, die in einer über Tage anhaltenden epidermalen
Hyperplasie endet. Diese Reaktion ist unabhängig davon, ob die Haut zuvor mit einem in-
itiierenden Agens behandelt wurde. Der Phorbolester TPA reguliert die meisten Gene auf
transkriptioneller Ebene. Darüber hinaus sind wenige Beispiele bekannt, die eine verän-
derte zytoplasmatishe Stabilität der mRNA oder Veränderungen im Export der mRNA
aus dem Zellkern aufweisen [101℄. Zu den durh TPA induzierten Transkriptionsfaktoren
gehören z.B. AP-1 (Aktivator-Protein-1), NF-κB und Ets [75, 120, 111, 15℄. Die transkrip-
tionelle Regulation erfolgt durh die Beeinussung intrazellulärer Signaltransduktionswe-
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1. Initiation 2. Promotion 3. Progression
PSfrag replaements
DMBA TPA
Papillom Plattenepithelkarzinom
Abb. 1.3: Shematishe Darstellung der hemish induzierten Mehrstufenkarzinoge-
nese der Maushaut
1. Die einmalige Behandlung mit DMBA führt zu irreversiblen DNA-Shäden.
2. Durh mehrfahe Applikation des Phorbolesters TPA, eines Tumorpromotors, kommt es zur
reversiblen, klonalen Expansion der initiierten Zellen und zur Ausbildung von benignen Papillo-
men.
3. Durh die Akkumulation weiterer genetisher Veränderungen entwikeln sih einige wenige
Papillome weiter zu malignen Plattenepithelkarzinomen.
ge, bei der TPA die Stimulierung der Proteinkinase C-Familie über Diazylglyzerol imitiert
[81℄. Gene, die durh TPA reguliert werden können, spielen eine wihtige Rolle in der Si-
gnaltransduktion, in der Zellzykluskontrolle, der Apoptose, der Zelladhäsion, der Dieren-
zierung von Epithelien, dem Zellmetabolismus und der Zellstruktur [112, 56℄. Jene Gene,
die über die Aktivierung von AP-1 direkt auf die Behandlung von Zellen mit TPA reagie-
ren, verfügen über ein gemeinsames Sequenz-Element nahe des Transkriptionsstarts, das
sogenannte TPA Responsive Element (TRE) [2℄. Analysen des humanen Kollagenase-
Promotors ergaben eine Konsensus-Sequenz von sieben Basenpaaren (TGA
C
/GTCA) [1℄.
Im Vergleih zu gesundem Gewebe tritt im Tumorgewebe eine veränderte Expressi-
on vershiedenster Proteine auf. Die veränderte Expression und/oder Aktivität betrit
Proteine, die an der Reaktion der Zelle auf wahstumsstimulierende oder wahstumsin-
hibierende Faktoren beteiligt sind. Sie ermöglihen es den Zellen, apoptoseinduzierenden
Signalen zu widerstehen und sih unbegrenzt zu teilen. Darüber hinaus ist die Expression
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von Proteinen verändert, die das Wahstum von Blutgefäÿen (Angiogenese) stimulieren,
oder die Invasion in andere Gewebe und die Metastasierung in anderen Organen ermög-
lihen [48℄. Diese Veränderungen in der Physiologie der Tumorzellen im Vergleih zu nor-
malen Zellen können auf eine veränderte Signaltransduktion zurükgeführt werden, die
Auslöser oder Resultat einer veränderten Proteinexpression sein kann. Die Genexpression
ist abhängig von vershiedenen Transkriptionsfaktoren. Eine der bekanntermaÿen mit der
Genexpression nah Strahlung, Karzinogen- und Tumorpromotor-Einwirkung in Zusam-
menhang stehende Gruppe von Transkriptionsfaktoren ist die Familie der AP-1(Aktivator-
Protein-1)-Transkriptionsfaktoren [3℄. AP-1 steht für eine Gruppe von Transkriptionsfak-
toren, deren dimere Proteinkomplexe aus Mitgliedern der Jun (-Jun, JunB und JunD),
Fos (-Fos, FosB, Fra-1 und Fra-2) und ATF (ATFa, ATF-2, und ATF-3) Familien aufge-
baut werden. Die untershiedlihen Homo- und Hetero-Dimere binden an TPA responsive
elements (TREs) in der Promotorregion der Zielgene und können jeweils spezishe Reak-
tionen der Zelle regulieren, z.B. Proliferation und Dierenzierung. In der Epidermis zeigen
die AP-1-Untereinheiten ein spezishes Expressionsmuster in den untershiedlihen Ke-
ratinozytenshihten [5, 4, 83℄. Die vorhandenen Daten sprehen dafür, dass AP-1 sowohl
an der normalen Entwiklung der Epidermis wie auh an pathologishen Reaktionen der
Haut beteiligt ist. Die Zielgene shlieÿen GM-CSF und KGF [121, 4℄, die Transglutami-
nase, vershiedene Zytokeratine (K1, K5, K6, K8, K14, K19) [54, 88℄, sowie Involurin
und Loririn ein ([5℄ und darin angeführte Literaturquellen). Darüber hinaus ist mittler-
weile bekannt, dass diverse Zytokine (Pleiotrophin, SDF-1, Gro-1, Mip-2, Lipoalin-2),
welhe eine Rolle in der dermalen-epidermalen Kommunikation spielen, von -Jun bzw.
JunB reguliert werden [37, 39, 38℄. In zahlreihen Studien in der Zellkultur und in Mäusen
konnte gezeigt werden, dass AP-1 eine regulatorishe Funktion in der Wundheilung, der
vorzeitigen Hautalterung durh UV-Einwirkung und der Krebsentstehung übernimmt ([5℄
und darin angeführte Literaturstellen, [38℄). Mäuse, die in der Epidermis eine dominant-
negative Mutante von -jun (TAM67) exprimieren, bilden nah Behandlung mit DMBA
und TPA sehr viel seltener Papillome als Wildtyp-Mäuse [136℄. Bei -Fos-dezienten Mäu-
sen entwikeln sih Papillome niht zu malignen Tumoren weiter [109℄. Insgesamt weniger
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Hauttumore werden in Mäusen gebildet, in denen -Jun niht N-terminal phosphoryliert
werden kann und in deren Zellen der Ras-Signaltransduktionsweg durh eine aktivierte
Form von SOS (K5-SOS-F) konstitutiv aktiv ist [8, 117℄. In Mäusen, die in der Haut sowie
den Immunzellen kein JunB exprimieren, kommt es nah Verwundung oder Behandlung
mit TPA zu einer übershieÿenden epidermalen Proliferations- und Immunreaktion [38℄
und bei transgenen Mäusen, die weder -Jun noh JunB in der Epidermis exprimieren,
zeigt die Haut Läsionen, die Psoriasis ähneln [140℄. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass AP-1 für die Antwort auf Stressstimuli, die Promotion und die Progression von Tu-
moren eine bedeutende Rolle spielt.
1.3 Die Identizierung von Taps
Mit Hilfe einer Suppression Subtrative Hybridisation (SSH) wurden vershiedene Gene
identiziert, deren Expression in der Maushaut nah Behandlung mit dem Phorbolester
12-O-Tetradeanoylphorbol-13-aetat (TPA) induziert ist [13℄.
Eines der hierbei identizierten, bisher unbekannten Gene wurde zunähst TAP70
(Tumor-Assoziiertes Protein 70) genannt. Die durh den SSH identizierte DNA wur-
de sequenziert und ersten Analysen unterzogen. Ein Vergleih der Sequenz mit Gen-
Datenbanken zeigte, dass das Gen für TAP70 bei der Maus auf Chromosom 6 liegt und
keine Introns besitzt. Homologe des tap70 -Gens konnten bei Mensh (Chromosom 2) und
Ratte (Chromosom 4) identiziert werden. Während der vergangenen drei Jahre wurden
darüber hinaus auh Homologe bei Shimpanse (Chromosom 2), Rind (Chromosom 11)
und Hund (Chromosom 10) bekannt. Die Analyse der Proteinsequenz zeigte eine poten-
tielle Transmembrandomäne und eine Proteasedomäne, die Ähnlihkeit mit der funktio-
nellen Domäne retroviraler Aspartylproteasen hat. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde
tap70 umbenannt in taps (TPA-induible asparti proteinase like gene in skin). In si-
tu-Hybridisierungen zeigten, dass die Expression von taps in der Embryonalentwiklung
zwishen Tag E12,5 und E16,5 in Epidermis, Zunge und Nasenshleimhaut beginnt. In der
adulten Maus konnte taps in Haarfollikeln der Haut sowie in suprabasalen Keratinozyten
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von Zunge, Ösophagus und Lippe detektiert werden [99℄. Hautproben aus Experimenten
zur Mehrstufenkarzinogenese nah DMBA/TPA-Behandlung zeigten taps-Expression in
suprabasalen Keratinozyten hyperplastisher Haut, in Papillomen sowie in Plattenepithel-
karzinomen [105℄.
Durh Transfektion eines Expressionsplasmids, das die kodierende DNA-Sequenz für
Taps enthielt, und die Analyse von Proteinextrakten und Kulturüberständen, konnten
in HT1080-Fibrosarkomzellen drei intrazelluläre und eine extrazelluläre Proteinvariante
von Taps nahgewiesen werden. Daher könnte Taps sowohl innerhalb als auh auÿerhalb
der Zellen, die es exprimieren, eine Funktion übernehmen. Es wurde angenommen, dass
die Bildung der Varianten durh Proteolyse und ein alternatives Startkodon reguliert
wird. In den verwendeten HT1080-Zellen konnte bei Wahstum in Kulturmedium mit
10% FCS keine Veränderung der Morphologie, wohl aber der Wahstumsrate in Taps-
transzierten Zellen gegenüber Kontrollzellen nahgewiesen werden. Unter Serumentzug
lösten sih die Kontrollzellen von der Kulturshale, während Taps-exprimierende Zellen
am Untergrund haften blieben. Serumentzug bewirkte darüber hinaus eine Abnahme der
im Kulturüberstand nahweisbaren extrazellulären Form von Taps [99℄.
Aufgrund der Proteinsequenz von Taps besteht, wie bereits erwähnt, eine Homolo-
gie zu retroviralen Aspartylproteasen. Aus der Literatur [134℄ war bekannt, dass diese
Aspartylproteasen dimerisieren müssen, um funktionell aktiv werden zu können (s. Ab-
shnitt 1.4). Säulenhromatograshe Experimente mit Kulturüberständen und Zellex-
trakten transzierter Zellen zeigten, dass Taps ebenfalls dimerisiert und sogar Teil eines
gröÿeren Proteinkomplexes sein kann [99℄.
1.4 Aspartylproteasen
Aspartylproteasen, auh saure oder Carboxyproteasen genannt, bilden neben Serin-,
Threonin-, Metallo- und Cysteinproteasen die fünfte Gruppe der proteolytishen Enzy-
me. 3,8% aller Proteasen beim Menshen und 4,3% aller Proteasen bei der Maus sind
Asparytylproteasen. Damit stellen sie nur einen reht kleinen Anteil an der Gesamt-
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zahl der Proteasen, deren gröÿte Gruppe die Metallo- (Mensh) bzw. die Serinproteasen
(Maus) sind [100℄. Charakteristish für Aspartylproteasen ist die zweifah vorhandene
Asp-Thr/Ser-Gly-Sequenz (D
T
/SG) im aktiven Zentrum [119℄. Die Mutation eines der
Aspartylreste im aktiven Zentrum genügt, um eine enzymatishe Aktivität zu verhindern
[46, 76, 68, 116, 133℄. Abgesehen von der üblihen Einteilung der Aspartylproteasen in ver-
shiedene Gruppen aufgrund der katalytishen Reste (s. MEROPS Peptidase Datenbank,
http://merops.sanger.a.uk/, [7℄) wäre eine Klassizierung in zwei Gruppen anhand der
Anzahl proteolytisher Domänen möglih. Die erste Gruppe verfügt nah dieser Einteilung
shon als Monomer über ein funktionsfähiges aktives Zentrum mit zwei proteolytishen
Domänen (Pseudodimere). In diese Gruppe gehören z.B. Renin, das bei Säugetieren An-
giotensinogen in Angiotensin umwandelt [20℄, sowie Pepsin, Cathepsin D und Cathepsin
E. Die zweite Gruppe verfügt nah dieser Einteilung nur über eine proteolytishe Domäne
und bildet daher erst nah Dimerisierung ein funktionsfähiges aktives Zentrum. In die-
se Gruppe gehören die retroviralen Aspartylproteasen, z.B. die HIV-Protease. Da Taps
ebenfalls nur über eine dieser DSG-Sequenzen verfügt, die für die Bildung des aktiven Zen-
trums benötigt werden, ist der Aufbau vermutlih vergleihbar mit dem der retroviralen
Aspartylproteasen.
Aspartylproteasen werden als inaktive Zymogene mit einem N-terminalen Fragment
synthetisiert, das a. 45 Aminosäuren lang ist und zur Aktivierung der Protease abgespal-
ten werden muss. Diese Abspaltung des Propeptids vom Zymogen ndet autoproteolytish
bei niedrigem pH statt [22℄. Für einige Aspartylproteasen (Angiotensin onverting enzy-
me (ACE), Cathepsin D) sind mehrere proteolytishe Spaltungen der Pro-Form bis hin
zum aktiven Protein beshrieben. Für Cathepsin D ist beispielsweise bekannt, dass es als
Proathepsin D von 52 kDa Molekulargewiht synthetisiert wird, dann aktiviert und an-
shlieÿend weiter proteolytish in das reife Cathepsin D (31 und 14 kDa) gespalten wird
[20℄.
Aspartylproteasen können sowohl intrazellulär, z.B. Cathepsin D und Cathepsin E,
als auh als sezernierte Formen, z.B. Renin, Pepsin und ebenfalls Cathepsin D (s.u.),
ihre Funktion ausüben. Es gibt vershiedene Beispiele für die Beteiligung von Aspartyl-
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proteasen an tumorigenen und anderen pathologishen Vorgängen: Die Expression von
Cathepsin D spielt eine wihtige Rolle beim invasiven Wahstum der Tumorzellen im
Plattenepithelkarzinom der Speiseröhre [58℄. Berhem et al. vermuten, dass humanes Ca-
thepsin D als mitogener Faktor auf endotheliale Zellen und Tumorzellen wirkt [9℄. Kawada
et al. zeigen, dass Cathepsin D an der lokalen Invasion von Plattenepithelkarzinomen be-
teiligt ist [63, 64℄.
Darüber hinaus ist Cathepsin D die einzige Aspartylprotease, deren Funktion in der
Epidermis bisher analysiert wurde. Cathepsin D ist an der Regulation von Transglutami-
nase 1 und der epidermalen Dierenzierung beteiligt. Es wird in allen suprabasalen Shih-
ten der Epidermis exprimiert, allerdings liegt es nur im Stratum granulosum und im
Stratum orneum in der aktiven Form vor [52℄. Cathepsin D aktiviert Transglutamina-
se, welhe für die Verknüpfung von Involurin und Loririn und damit bei der Bildung
des ornied envelope eine entsheidende Rolle spielt [33℄. Für die Homöostase der Haut
wird Cathepsin D noh eine weitere wihtige Funktion zugeshrieben: die Wanderung der
Keratinozyten in der Haut endet damit, dass sie als Hornshuppen von der Oberähe
des Stratum orneum abgeshilfert werden. Die Desmosomen, welhe die Keratinozyten
in der Epidermis verbinden, müssen dazu proteolytish gespalten werden. Diese wihtige
Funktion übernimmt Cathepsin D, das in den oberen Shihten des Stratum granulosum
und am Übergang zum Stratum orneum in die interzellulären Zwishenräume sezerniert
wird [53, 57℄.
1.5 Fragestellungen
Taps wurde als TPA-induzierbares Gen in der Rükenhaut der Maus identiziert. Aus
Vorarbeiten [99℄ war bekannt, dass die Expression von taps-mRNA in mehrshihtigen,
unverhornten Epithelien, in einzelnen Keratinozyten der Epidermis sowie in Zellen des
Haarfollikels detektiert werden kann. Ferner war in Hauttumoren aus dem hemish in-
duzierten Karzinogenesemodell der Maushaut die mRNA-Expression von taps auf die-
renzierende Zellen beshränkt. In der Sequenz des Taps-Proteins konnte in Vergleihen
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mit Proteindatenbanken Homologien zu retroviralen Aspartylproteasen identiziert wer-
den und die bisher durhgeführten Analysen haben ergeben, dass Taps in vershiedenen
Varianten in Fibrosarkomzellen exprimiert wird.
Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, die molekulare Funktion von Taps innerhalb
der Dierenzierung und Homöostase mehrshihtiger Epithelien zu identizieren, um seine
Eignung als Biomarker für epitheliale Läsionen und als Zielstruktur für therapeutishe
Ansätze beurteilen zu können. Im Hinblik darauf wurden die folgenden Themenkomplexe
zur Charakterisierung von Taps bearbeitet:
1. Das Expressionsprol:
Wie wird Taps als Protein in normalen und pathologish veränderten Geweben bei
Maus und Mensh exprimiert?
2. Die biohemishe Charakterisierung:
Welhe Taps-Varianten gibt es in Epithelzellen und wie entstehen sie? Ist Taps eine
funktionell aktive Aspartylprotease?
3. Die funktionelle Charakterisierung:
Welhe Wirkung hat die exogene Expression von Taps in Zellkultursystemen (in
vitro) und Mausmodellen (in vivo)?
Kapitel 2
Materialien und Lösungen
2.1 Geräte und Verbrauhsmaterialien
Abi prism 310 Geneti Analyser Abi prism, Darmstadt
Bakterienplatten Greiner, Frikenhausen
Bakterienshüttler Infors AG, Bottmingen
Begasungsbrutshrank (Zellkultur) Heraeus, Hanau
Binokular Leia, Wetzlar
Brutshrank (Bakterien) Heraeus, Hanau
Corex-Röhrhen Shott, Mainz
DNA-Gelkammern Cadilla-Plasti, USA
Drehrad ti, Idstein
Einbettungsmashine Tissue Tek TES Vogel, Giessen
Eismashine Sotsman Ie Systems, USA
Elektrophorese-Kammer BioRad, Münhen
Elisa-Reader Titertek, USA
Eppendorf-Reaktionsgefäÿe Steinbrenner Laborsysteme,
Wiesenbah
Falon-Röhrhen Greiner, Frikenhausen
Feinwaage Ohaus, Giessen
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Fettstift Vetorlabs, USA
Filmkassetten Rego, Augsburg
Fusselfreie Tüher Kimberly-Clark, USA
Handshuhe Kimberly-Clark, USA
Heizblok Grant, UK
Hybridisierungsofen Bahhofer, Reutlingen
Kryoröhrhen Lip Seal 2ml Steinbrenner Laborsysteme,
Wiesenbah
Kimwipes Kimberly-Clark Corporation, USA
Kühlzentrifuge J2-21 Bekman, Münhen
Kühlzentrifuge 2K-15 Sigma, Münhen
Küvetten Hellma, Müllheim/Baden
Mikroskope Leia, Wetzlar
Mikrotom RM 2155 Leia, Wetzlar
Mikrowellengerät Bosh, Karlsruhe
Northern Blot Hybond N+ Membran Amersham Pharmaia, Freiburg
Objektträger Langenbrink, Emmendingen
Paralm Amerian National Can, USA
Pasteurpipetten WU, Mainz
PCR-Cyler MJ Researh, USA
PCR-Gefäÿe Greiner, Frikenhausen
PE-Gefäÿe (Maxi-Präparation) Nalgene, USA
pH-Messgerät Knik, Berlin
Photoaufsatz (Mikroskop DMIL) Leia, Wetzlar
Photometer GeneQuant pro Amersham Pharmaia, Freiburg
Pipetboy BrandTeh, USA
Pipetten Gilson, USA
Pipettenspitzen, gestopft Biozym, Hessish Oldendorf
Plastikkassetten (Paraneinbettung) Polysienes, USA
Proteingel-Kammern Sigma-Aldrih, USA
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RNA-Gelkammern Kodak, Stuttgart
Röntgenlme Fuji RX Fuji, Düsseldorf
Röntgenlm-Entwikler Optimax Prote, Düsseldorf
Siherheitswerkbank The BAKER Company, USA
Heraeus, Hanau
Spannungsgerät BioRAD, USA
Szintillationszähler Hidex, Finnland
Shüttler (waagreht) Ika Labortehnik, Staufen
Thermoblok Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Tishzentrifuge Tomy Kogyo Co. Ltd, Japan
Trokenshrank Heraeus, Hanau
Ultra-Turrax T25 Ika Labortehnik, Staufen
UV-Leuhttish Stratagene, Niederlande
UV-Stratalinker Stratagene, Niederlande
Waage (Wägeraum) Sartorius, Göttingen
Wasserbäder Leia, Wetzlar
Rommelsbaher, Dinkelsbühl
GFL, Burgwedel
Wassermann-Röhrhen Shott, Mainz
Western Blot-Apparatur BioRAD, Münhen
Western Blot-Membran Shleiher & Shuell, Dassel
Whatman 3 MM-Papier Sartorius, Göttingen
Zellzählgerät Coulter Counter Bekman Coulter, USA
Zellkulturshalen Greiner, Frikenhausen
Zentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau
Zentrifuge J2-HS Bekman, Münhen
Zentrifuge Varifuge 3.OR Heraeus, Hanau
Zentrifuge 5403 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus, Hanau
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2.2 Chemikalien
Azeton Fisher Sienti, UK
Arylamid/Bisarylamid Roth, Karlsruhe
Agar für Bakteriologie AppliChem, Darmstadt
Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma, Taufkirhen
Ampiillin Rohe, Mannheim
Bisbenzimid H33342 Fluorohrom Calbiohem, USA
Borsäure Fluka Chemials, Shweiz
Bromphenolblau Merk, Darmstadt
Casaminosäuren Beton Dikinson, Heidelberg
Chloroform J.T.Baker, USA
Deoxyholsäure Na
+
-Salz Fluka Chemials, Shweiz
Dextransulfat Sigma, Taufkirhen
3',3'Diaminobenzidin (DAB) Linaris, Wertheim
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merk, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Fluka Chemials, Shweiz
Dithiothreitol (DTT) Sigma, Taufkirhen
DNA-Marker MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Entellan Merk, Darmstadt
Enhaned Chemoluminesene Lösung (ECL) Perkin Elmer LAS, Rodgau-Jügesheim
Eosin Merk, Darmstadt
Essigsäure J.T. Baker, USA
Essigsäureanhydrid Merk, Darmstadt
Ethanol (EtOH) Riedel-deHaën, Seelze
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe
Folin-Reagenz Merk, Darmstadt
Formaldehyd Roth, Karlsruhe
Formamid Merk, Darmstadt
Glyzerin Roth, Karlsruhe
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Glyzerin für die Fluoreszenzmikoskopie Merk, Darmstadt
Glyin AppliChem, Darmstadt
Hämatoxylin AppliChem, Darmstadt
Harnsto (Urea) Fluka Chemials, Shweiz
Hefeextrakt für die Bakteriologie GERBU Biotehnik, Gaiberg
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonsäure
(HEPES, C8H18N2O4S) GERBU Biotehnik, Gaiberg
Isopropanol (2-Propanol) Merk, Darmstadt
Kaliumhlorid (KCl) Merk, Darmstadt
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Ferk, Darmstadt
Kalziumhlorid (CaCl2) Merk, Darmstadt
Kanamyin Sigma, Taufkirhen
Kupfersulfat (CuSO4) Merk, Darmstadt
β-Meraptoethanol Merk, Darmstadt
Methanol Riedel-deHaën, Seelze
Milhpulver Roth, Karlsruhe
Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) GERBU Biotehnik, Gaiberg
Natriumaetat-Trihydrat (NaOA) Merk, Darmstadt
Natriumarbonat (Na2CO3) Merk, Darmstadt
Natriumitrat Fluka Chemials, Shweiz
Natriumhlorid (NaCl) Fluka Chemials, Shweiz
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4 · H2O) Merk, Darmstadt
Natriumdodeylsulfat (SDS) Gerbu Biotehnik, Gaiberg
Natriumhydroxid (NaOH) Merk, Darmstadt
Natrium-Kalium-Tartrat Fluka Chemials, Shweiz
Nonidet P40 (NP-40) Fluka Chemials, Shweiz
Paraformaldehyd (PFA) AppliChem, Darmstadt
Paran Vogel, Giessen
Phenol Roth, Karlsruhe
Phalloidin Alexa Fluor
®
488 Moleular Probes, USA
Phenylmethansulfonyluorid (PMSF) Sigma, Taufkirhen
Polyethylenglyol 400 (PEG 400) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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Poneau S-Lösung Sigma, Taufkirhen
Proteinmarker (denaturiert, gefärbt) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Taufkirhen
Salzsäure (HCl) Riedel-deHaën, Seelze
Szintillationsüssigkeit Bekman, Münhen
Talon Metal Anity Resin/Talonbeads BD Biosienes Clonteh,
Heidelberg
12-O-Tetradeanoylphorbol-13-aetat (TPA) Sigma, Taufkirhen
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin (TEMED) Roth, Karlsruhe
Triethanolamin Sigma, Taufkirhen
Tris-base Roth, Karlsruhe
Tris-hydrohlorid Roth, Karlsruhe
Triton-X-100 Sigma, Taufkirhen
Trypsin (IHC) Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin-Inhibitor (IHC) Sigma, Taufkirhen
Tween 20 Fluka Chemials, Shweiz
Trypton für die Bakteriologie AppliChem, Darmstadt
Wasserstoperoxid (H2O2) AppliChem, Darmstadt
Xylenyanol Serva, Heidelberg
Xylol Fluka Chemials, Shweiz
Zusätzlihe allgemein gebräuhlihe Chemikalien wurden von den Firmen Merk (Darm-
stadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirhen) bezogen.
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2.3 Kits
peqGOLD RNAPure peqLab, Erlangen
DAB Substrate Kit Vetorlabs, USA
redi prime II Amersham Pharmaia, Freiburg
PureYield Plasmid Midiprep System Promega, Mannheim
QIAquik Gel-Extraktions-Kit QIAgen, Hilden
NuTrap
®
Probe Puriation Columns Stratagene, Niederlande
Vetastain
®
ABC Kit Vetorlabs, USA
2.4 Molekulargewihtsmarker
Gene Ruler DNA Ladder Mix MBI Fermentas, St. Leon-Rot
PageRuler Prestained Protein Marker MBI Fermentas, St. Leon-Rot
2.5 Antikörper
2.5.1 Primärantikörper
Anti-Taps (Kaninhen) Eurogente, Belgien
Anti-my (Maus) Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Aktin (Kaninhen) Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Caspase-14 (Ziege) Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Keratin 5 (Kaninhen) Lutz Langbein, DKFZ
Anti-Keratin 10 (Kaninhen) Covane, USA
Anti-Loririn (Kaninhen) Covane, USA
Anti-Filaggrin (Kaninhen) Abam, USA
Anti-PCNA (Maus) Santa Cruz, Heidelberg
Anti-PDI (Ziege) Stressgen, Kanada
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2.5.2 Sekundärantikörper
Anti-Kaninhen (Ziege), HRP DAKO, Hamburg
Anti-Maus (Ziege), HRP DAKO, Hamburg
Anti-Ziege (Esel), HRP DAKO, Hamburg
Anti-Kaninhen (Ziege), Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Maus (Ziege), Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Ziege (Esesl), Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Kaninhen (Ziege), Alexa Fluor
®
488 Moleular Probes, USA
Anti-Maus (Ziege), Alexa Fluor
®
488 Moleular Probes, USA
2.6 Radiohemikalien
32
P-dCTP Amersham, Freiburg
35
S-ATP Amersham, Freiburg
2.7 Oligonukleotide
Tabelle 2.1 gibt die Sequenzen der Oligonukleotide an, die für Sequenzierungsreaktionen
verwendet wurden.
Oligonukleotid Sequenz
T7 forward 5' - gta ata ga t at ata ggg  - 3'
M13 reverse 5' - gga aa ag tat ga at g - 3'
Tabelle 2.1: Oligonukleotide zur Sequenzierung
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Tabelle 2.2 listet die Oligonukleotide auf, die für den Nahweis der endogenen Tapsexpres-
sion (m/hTaps forward / m/hTaps reverse) bzw. der Transgen-Expression (mTaps sen-
se/mTaps my) und zur Kontrolle der DNA-Qualität und -quantität verwendet wurden.
Darüber hinaus enthält sie die Oligonukleotidsequenzen, die zur Klonierung der dominant
negativen Taps-Variante verwendet wurden.
Oligonukleotid Sequenz
mTaps forward 5' - aag tt g aa gg gg ga agt  - 3'
mTaps reverse 5' - ggg  ag agt a a g - 3'
mTaps sense1 5' - aga aa ag tga agg g ag - 3'
mTaps my 5' - t tt tg aga tga gtt ttt gtt g - 3'
hTaps forward2 5' - ag a tg  aaa gag at - 3'
hTaps reverse3 5' - aa  agg at tt att ta g - 3'
re neu forward 5' - gg gg ga aa a ttt tt - 3'
re neu reverse 5' - g gg tg a ga aa - 3'
DN-Taps forward 5' - t tga agg t ttg ggg t - 3'
DN-Taps reverse 5' - ggt gaa tt tgg gg a ggt  - 3'
mHprt forward 5' - gt ggt gaa aag ga t t - 3'
mHprt reverse 5' - a agg at aga aa t g - 3'
gapdh forward 5' - a aa gt at g at at - 3'
gapdh reverse 5' - ta ag aa agg gtg gtg ga -3'
β-tubulin forward 5' - gga aa tag g taa at g - 3'
β-tubulin reverse 5' - ta tg tg tg aa tta - 3'
Tabelle 2.2: Oligonukleotide zur Bestimmung des internen Standards und Taps-spezishe Oli-
gonukleotide
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Tabelle 2.3 enthält die Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Proteinbindungsanaly-
sen (EMSA) verwendet wurden.
Oligonukleotid Sequenz
Ko-TRE forward 5' - ag taa agt ggt ga ta ta ta t - 3'
Ko-TRE reverse 5' - ag tat agt gat gag ta a tt t - 3'
Taps-TRE forward 5' - ag tga atg tat gag ta t tat  - 3'
Taps-TRE reverse 5' - ag tga taa ggt ga ta ta att  - 3'
MutTaps-TRE forward 5' - ag tga atg tat gg ga t tat  - 3'
MutTaps-TRE reverse 5' - ag tga taa ggt gg a ta att  - 3'
Ot forward 5' - gg ga tg ggt aat ttg at tt taa aat - 3'
Ot reverse 5' - tgg a at taa ag taa aga ttt tag gg - 3'
Tabelle 2.3: Oligonukleotide für Proteinbindungsanalysen
Tabelle 2.4 listet die Oligonukleotide auf, die verwendet wurden, um das oene Le-
seraster der murinen Caspase-14 über die Shnittstellen EoRI und XhoI in den Vektor
pDNA3.1(C) zu klonieren. Die Oligonukleotide für die humane Caspase 14 enthielten
die Sequenzen für EoRI- und BamHI-Shnittstellen, um eine Klonierung in das oene
Leseraster des pBSK-NFlag-Vektors zu ermöglihen.
Oligonukleotid Sequenz
mCaspase-14 EoRI forward 5' - tg tga att a ga atg gag ta - 3'
mCaspase-14 XhoI reverse 5' - tg t ga gtt tat tg aaa tag ag - 3'
hCaspase-14/EoRI forward 5' - a ga att  aat gag aa t gg gt ttt g - 3'
hCaspase-14/BamHI reverse 5' - g gga t ta tg ag ata ag g tt - 3'
Tabelle 2.4: Oligonukleotide zur Klonierung von Caspase-14
KAPITEL 2. MATERIALIEN UND LÖSUNGEN 26
2.8 Zellkultur
α-MEM BioWhittaker, Belgien
Dulbeo's Modied Eagles Medium (DMEM) PAA Laboratories, Österreih
Fötales Rinderserum (FCS) Sigma, Taufkirhen
L-Glutamin PAA Laboratories, Österreih
Genetiin (G418) PAA Laboratories, Österreih
Trypsin BioWhittaker, Belgien
GenePORTERTransfetion Reagent PeqLab, Erlangen
2.9 Eukaryontishe Zelllinien
Zelllinie Beshreibung Spezies Quelle Literaturnahweis
HT1080 Fibrosarkom-
Zellen
human DKFZ, Heidelberg [102℄
HeLa Zervixkarzinom-
zellen
human DKFZ, Heidelberg
HEK 293 embryonale Nie-
renzellen
human [47℄
HEK 293T embryonale Nie-
renzellen, trans-
formiert mit lar-
ge T Antigen des
SV40 Virus
human S. Textor, DKFZ, Hei-
delberg
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Zelllinie Beshreibung Spezies Quelle Literaturnahweis
MCA3D Keratinozyten;
niht tumorigen
murin [72℄
Reb Keratinozyten;
niht tumorigen
murin /
SP1 Keratinozyten;
benigne Tumore
murin /
308 Keratinozyten;
benigne Tumore
murin [137℄
PMK-R3 Keratinozyten;
maligne Tumore
murin G. Fürstenberger und
F. Marks, DKFZ, Hei-
delberg
[103℄
3P2 Keratinozyten;
maligne Tumore
murin [128℄
Pea Keratinozyten;
maligne Tumore
murin [71℄
PDV Keratinozyten;
maligne Tumore
murin
CarB Keratinozyten;
maligne Tumore
murin
[44, 45℄
2.10 Murines Tumormaterial
2.10.1 TPA-behandelte Haut
Die Rükenhaut von C57/BL6- bzw. NMRI-Mäusen wurde vorsihtig rasiert und anshlie-
ÿend mit 10 nmol TPA in 100 µl Azeton behandelt [112℄. Für die Analyse der Hautreak-
tion auf die einmalige Applikation von TPA wurden die Tiere nah den im Text bzw. den
Abbildungsuntershriften angegebenen Zeitpunkten durh Genikbruh getötet. Für die
Analyse der Reaktion auf eine hronishe Behandlung, wurde die Applikation von TPA
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im Abstand von jeweils 48 Stunden noh zweimal wiederholt und die Tiere 48 Stunden
nah der letzten Behandlung durh Genikbruh getötet.
2.10.2 Papillome und Plattenepithelkarzinome
Die durh die hemish induzierte Mehrstufenkarzinogenese der Maushaut hervorgerufe-
nen Papillome und Plattenepithelkarzinome wurden freundliherweise von G. Fürstenber-
ger, DKFZ, bereitgestellt [43℄.
2.11 Humanes Hautmaterial
Haut-Biopsien mit Ekzemen, Psoriasis, aktinisher Keratose und Lihen ruber wurde
freundliherweise von C. Mauh, Universitätsklinik Köln, zur Verfügung gestellt. Die Pa-
tienten unterzeihneten die Einverständniserklärung der Abteilung für Dermatologie der
Universität Köln mit der Genehmigung der Ethikkommission (Az. 9645/96). Die Gewebe-
Miroarrays wurden freundliherweise von Kai Breuhahn, Unversitätsklinikum Heidelberg
zur Verfügung gestellt.
2.12 Klonierungen
Vektor pDNA3.1
®
/His-my(C) Invitrogen, Karlsruhe
Vektor pBluesript II SK+ Stratagene, Niederlande
Vektor pGEM-T Promega, Mannheim
2.13 Bakterienstämme
E. oli XL-1 blue
Genotyp: F'::Tn10 proAB+laI
q ∆ZM15, reA1, endA1, gyrA96, (Nalr), thi, hsdR17
(rκ-, mκ+), supE44, relA1, la
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2.14 Enzyme, Puer
Alkalishe Phosphatase (+ Puer) Rohe, Mannheim
AMV Reverse Transkriptase (+ Puer) Promega, Mannheim
DNAse I (+ Puer) Promega, Mannheim
Klenow-Polymerase (+ Puer) Promega, Mannheim
dNTPs Promega, Mannheim
oligo(dT) Invitrogen, Karlsruhe
Proteinase K Sigma, Taufkirhen
Restriktionsenzyme (+ Puer) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
New England Biolabs, Frankfurt/Main
Promega, Mannheim
RNAse A Rohe, Mannheim
RNAsin Promega, Mannheim
T4-DNA-Ligase (+ Puer) MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Taq-Polymerase Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbah
2.15 Lösungen
 10x PBS
−/−
: 1,5 M NaCl, 27 mM KCl, 82 mM Na2HPO4· 2 H2O , 17mM NaH2PO4·
H2O
 10x GB-Puer für PCR: 166 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris pH 8,8, 67 mM
MgCl2, 67 µM EDTA, 54 mM β-Meraptoethanol
 10x DNA-Ladepuer: 50% Glyzerin, 0,2% Xylenyanol, 0,2% Bromphenolblau,
40 mM EDTA
 10x TBE: 1 M Tris, 1 M Borsäure, 20 mM EDTA
 RIPA-Puer: 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 0,5% Deoxyhol-
säure Na
+
-Salz, 1% NP-40
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 PP100-Puer: 25 mM Tris-HCl pH 7,8, 5 mM NaCl, 100 mM KCl, 10% Glyzerin,
0,1% NP-40
 Lowry-Lösungen:
 Lowry-I: 2% Na2CO3 in 0,1 N NaOH = 10 g Na2CO3 + 2 g NaOH in 500 ml
ddH2O
 Lowry-II: 2% Na-K-Tartrat = 2 g Na-K-Tartrat in 100 ml ddH2O
 Lowry-III: 1% CuSO4 = 1 g CuSO4 in 100 ml ddH2O
 Lowry-IV: 100 µl Lowry-II + 10 ml Lowry-I mishen, + 100 µl Lowry-III,
immer frish ansetzen
 Mowiol:
Glyzerin 6 g
Mowiol 4-88 2,4 g
H2O 6 ml
auf einem Drehrad über Naht mishen. Am nähsten Tag werden 12 ml 200 mM Tris
pH 8.5 hinzugegeben und die Mishung 30 Minuten bei 50-60 inkubiert. Nahdem
das Mowiol auf Raumtemperatur abgekühlt ist, wird es 10 Minuten bei 4000 rpm
und 4 zentrifugiert und der Überstand anshlieÿend aliquotiert und bei -20
gelagert.
 10x Natriumdodeylsulfat(SDS)-Laufpuer: 250 mM Tris-base, 1,92 M Gly-
zin, 1% SDS,
 2x Lämmli-Puer: 125 mM Tris-HCl, pH 6,8, 4% SDS, 20% Glyzerin, 2% β-
Meraptoethanol, Bromphenolblau
 Western-Transferpuer: 25 mM Tris-base, 190 mM Glyzin, 20% Methanol
 Poneau S-Lösung: 0,1% Poneau S-Stoklösung, 1,5% Trihloressigsäure in H2O
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 TY-Medium: 5 g NaCl, 10 g Bato-Trypton, 10 g Hefe-Extrakte, 1 g Casamino-
säuren auf einen Liter Medium
 1 M Phosphatpuer (Northern Blot): 0,5 M Na2HPO4, 85% ortho-Phosphorsäure
 Zitratpuer für Immunuoreszenz:
Lösung A (0,1 M Zitronensäure): 21,0 g Zitronensäuremonohydrat auf 1 l H2O
Lösung B (0,1 M Natriumzitrat): 29,4 g Trinatriumitratdihydrat auf 1 l H2O
 PBS
−/−
/EDTA: 100 ml 10x PBS
−/−
, 200 mg EDTA · 2Na · 2H2O auf einen Liter
 10x RB-Restriktionspuer
Konzentration 20x RB
−
− 10 mM DTE 5 M NaCl H2O ad 100 µl
0 50 µl 10 µl 0 µl 40 µl
5 50 µl 10 µl 1 µl 39 µl
10 50 µl 10 µl 2 µl 38 µl
20 50 µl 10 µl 4 µl 36 µl
30 50 µl 10 µl 6 µl 34 µl
50 50 µl 10 µl 10 µl 30 µl
100 50 µl 10 µl 20 µl 20 µl
150 50 µl 10 µl 30 µl 10 µl
 20x RB
−−
: 200 mM Tris pH 7,8, 200 mM MgCl2
Kapitel 3
Methoden
3.1 Molekularbiologishe DNA-Methoden
3.1.1 Isolierung genomisher DNA
Für die Isolierung genomisher DNA wurden 100 mg Gewebe oder 1x10
7
Zellen in einem
Eppendorf-Gefäÿ mit 500 µl Lyse-Puer (50 mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 100 mM
EDTA, 1% SDS) und 25 µl Proteinase K (10 mg/ml) über Naht bei 55  inkubiert. Am
nähsten Tag wurden 200 µl 6 M NaCl zugegeben und die Lösung 5 Minuten auf einem
Eppendorf-Mixer geshüttelt. Durh eine anshlieÿende Zentrifugation für 7 Minuten bei
13 000 rpm (Biofuge 13, Heraeus) wurden Proteine aus der Lösung gefällt. Der Überstand
wurde in ein neues Eppendorf-Gefäÿ überführt. Nah Zusatz von 500 µl Isopropanol wurde
die genomishe DNA bei 13 000 rpm (Biofuge 13, Heraeus) innerhalb von 15 Minuten
pelletiert, das Pellet getroknet und je nah Gröÿe in 250-400 µl TE-Puer (10 mM Tris,
1 mM EDTA, pH 8,0) bei 37  (3 Stunden oder über Naht) gelöst.
3.1.2 Plasmidpräparation im kleinen Maÿstab (Minipräparation)
Einzelne Bakterienklone wurden mit gelben Pipettenspitzen von der Agarplatte gepikt
und über Naht in einemWassermann-Röhrhen mit 2 ml Selektionsmedium (TY-Medium
mit Antibiotikum) bei 37  im Bakterienshüttler kultiviert. Am nähsten Morgen wur-
32
KAPITEL 3. METHODEN 33
den die Bakterien aus der Minikultur in Eppendorf-Gefäÿe überführt und diese 1 Minute
bei 10 000 rpm (Biofuge 13, Heraeus) zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und
das Bakterienpellet in 100 µl Puer 1 (50 mM Tris/HCl pH 8,0; 10 mM EDTA; 100
µg/ml RNAse A) resuspendiert. Nahdem die Bakterien ausreihend resuspendiert wa-
ren, wurden 100 µl Puer 2 (200 mM NaOH; 1% SDS) zugegeben, die Eppendorf-Gefäÿe
5-6mal invertiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anshlieÿend wurden
100 µl Puer 3 (3 M KA pH 5,5) hinzupipettiert, die Eppendorf-Gefäÿe erneut 5-6mal
invertiert und dann 10 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge 13, Heraeus) zentrifugiert. Der
Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefäÿ überführt und durh Zugabe von 750 µl
100% Ethanol (-20 ) und Zentrifugation für 15 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge 13,
Heraeus) gefällt. Das Pellet wurde mit 200 µl 75% Ethanol (-20) gewashen, getroknet
und in 30 µl ddH2O aufgenommen.
3.1.3 Plasmidpräparation im groÿen Maÿstab (Maxipräparation
mit Promega-Kit)
Die Maxi-Übernahtkultur wurde bei bei 6 000 rpm (Zentrifuge J2-HS, Rotor JA-14,
Bekman) 10 Minuten bei Raumtemperatur in einem Kunststo-Gefäÿ abzentrifugiert.
Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 6 ml Resuspensions-Puer (50 mM Tris
pH 7,5, 10 mM EDTA, 100µ/ml RNase A) gut resuspendiert. Die Bakterien im resuspen-
dierten Pellet wurden mit 6 ml Lyse-Puer (0,2 M NaOH, 1% SDS) 4-6mal invertiert
und 5 Minuten bei RT lysiert. Nah Ablauf der 5-minütigen Inkubationszeit wurden 10
ml Neutralisierungs-Puer (4,09 M Guanidinhydrohlorid pH 4,8, 759 mM Kaliumaetat,
2,12M Eisessig) hinzugefügt, die Lösungen sofort gemisht und anshlieÿend durh 30-
minütige Zentrifugation bei Raumtemperatur und 10 000 rpm (Zentrifuge J2-HS, Rotor
JA-14, Bekman) die Bakterienbruhstüke pelletiert. Der Überstand wurde durh Anle-
gen eines Vakuums durh zwei Filtersäulen gesaugt, wobei die erste der Filterung gröÿerer
Membranbruhstüke diente. An die zweite Säule band anshlieÿend die Plasmid-DNA.
Die Säule wurde gewashen, um Endotoxine und andere Verunreinigungen der Plasmid-
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DNA zu entfernen (Washpuer: 162,8 mM Kaliumazetat, 22,6 mM Tris (pH 7,5), 0,109
mM EDTA). Zur Elution der Plasmid-DNA wurden 600 µl destilliertes Wasser auf die
Säule gegeben, diese auf ein 50 ml-Falon-Röhrhen gesetzt und bei 2000 rpm (Varifuge
3.0R, Heraeus) 5 Minuten zentrifugiert.
3.1.4 Shneiden von DNA mit Restriktionsenzymen
Restriktionsendonukleasen zur Analyse von klonierter DNA wurden unter den von den
Herstellerrmen angebenen Reaktionsbedingungen eingesetzt. Um 1 µg Plasmid-DNAmit
Restriktionsenzymen zu shneiden, wurde die DNA mit der zwei- bis fünahen Enzym-
menge (2-5 U) für 1-2 Stunden in der entsprehenden Verdünnung der Restriktionspuer
inkubiert. Die Inkubationstemperatur rihtete sih dabei nah dem angegebenen Wirkop-
timum der Restriktionsenzyme.
3.1.5 Dephosphorylierung von DNA
Um die Religation eines linearisierten Vektors zu verhindern, wurde nah beendetem Re-
striktionsverdau des Vektors dem Ansatz 1/10 Volumen 10x Dephosphorylierungspuer
und 1 µl 1 U/µl Alkalishe Phosphatase zugegeben. Die Reaktion wurde für 30 Minuten
bei 37 inkubiert. Im Anshluss wurde die Vektor-DNA über ein Agarosegel aufgereinigt,
extrahiert (s. Abshnitt 3.1.12) und für die Ligation verwendet (s. Abshnitt 3.1.7).
3.1.6 Auüllen von 5'-Überhängen
Für das Auüllen von 5'-Überhängen wurde die DNA nah dem Restriktionsverdau ge-
fällt und das Pellet getroknet. Anshlieÿend wurde das Pellet in 1/10 Volumen 10x
Polymerase-Puer, 2 µl Klenow-Polymerase (1 U/µl und 2 µl dNTPs (2,5 mM) im 20
µl-Ansatz für 30 Minuten bei 37  inkubiert.
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3.1.7 Ligation von DNA
Für eine Ligation eines Vektors mit einem Fragment wurde der folgende Ansatz vorberei-
tet: 50 ng Vektor, 100-200 ng Fragment, 1/10 Volumen 10x Ligase-Puer, 1/10 Volumen
PEG 4000 und 1-2 U T4-DNA-Ligase. Die Volumina für Vektor und Fragment müssen der
Konzentration in der Ausgangslösung entsprehend angepasst werden. Der Ansatz wurde
2-4 Stunden bei RT oder über Naht bei 16  inkubiert.
3.1.8 Herstellung hemo-kompetenter E. oli-Bakterien
100 ml TY-Medium () wurde mit dem Bakterienstamm XL-1 blue angeimpft und unter
Shütteln bei 180 rpm und 37 bis zu einer OD600 von etwa 0,48 inkubiert. Anshlieÿend
wurde die Zellsuspension in zwei sterile 50 ml-Röhrhen überführt und für 10 Minuten
auf Eis gestellt. Nah Zentrifugation (3 000 rpm; 10 Min., 4 , Varifuge 3.0R, Heraeus)
wurden die Pellets in eiskalter Lösung I (100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2, 30 mM KA,
10 mM CaCl2, 15% (v/v) Glyzerin; pH 5,8) resuspendiert und für 3 Stunden auf Eis
inkubiert. Nah einem weiteren Zentrifugationsshritt (3 000 rpm, 10 Min., 4 , Varifuge
3.0R, Heraeus) wurde der Überstand verworfen und die Bakterien in 10 ml eisgekühlter
Lösung II (10 mM MOPS, 10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2, 15% (v/v) Glyzerin; pH 7)
resuspendiert. 100 µl Aliquots wurden angefertigt, in üssigem Stiksto gefroren und bei
-80  gelagert.
3.1.9 Transformation hemo-kompetenter E. oli-Bakterien
Ein Aliquot hemokompetenter E. oli -Bakterien wurde auf Eis aufgetaut. Die Bakterien
wurden mit 10 µl Ligationsansatz gemisht und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeshok von 90 Sekunden bei 42. Anshlieÿend wurde der Bakterien/DNA-Mix kurz
auf Eis abgekühlt und dann 500 µl TY-Medium zugegeben. Die Bakterien wurden nun 30
Minuten bei 37  auf dem Thermoshüttler inkubiert und anshlieÿend auf Selektions-
Agarplatten ausgestrihen. Die Platten wurden bei 37  über Naht inkubiert.
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3.1.10 Klonierung des Konstruktes hTaps(D212N)
Zur Generierung einer dominant-negativen Mutante von hTaps (hTaps(D212N)) wurde
durh die Wahl geeigneter Oligonukleotide (s. Tab. 2.2) in einer PCR-Reaktion mit dem
Vektor pBSK-hTaps (von J. Hess zur Verfügung gestellt) zwei Basen im DSG-Motiv der
Taps-Sequenz so ausgetausht. Dieses PCR-amplizierte Fragment wurde mit StuI und
ApaI verdaut und das Fragment aufgereinigt. Das pBSK-Taps-Plasmid wurde ebenfalls
mit StuI und ApaI linearisiert und das aufgereinigte, mutierte Taps-Fragment in den li-
nearisierten Vektor ligiert. Die Mutation wurde durh eine Sequenzierung kontrolliert.
Anshlieÿend wurde das pBSK-Taps(D212N)-Plasmid mit XhoI und HindIII verdaut und
das erhaltene Taps(D212N)-Fragment in einen mit den gleihen Restriktionsenzymen be-
handelten pDNA3.1(+)C-Vektor ligiert.
3.1.11 Elektrophoretishe Auftrennung von DNA
Für die Gelelektrophorese von DNA wurde für ein 1%iges Gel in einem Erlenmeyerkolben
0.5 g Agarose mit 50 ml 1x TBE- Puer (1 mM Tris, 1 mM Borsäure, 2 mM EDTA) in der
Mikrowelle aufgekoht bis die Agarose vollständig gelöst war. Nah Abkühlen der Lösung
auf a. 60 wurden 2 µl Ethidiumbromid hinzupipettiert und die Lösung durh Shwen-
ken des Kolbens gut gemisht. Die Agarose-Lösung wurde in eine Elektrophorese-Kammer
gegossen und ein passender Kamm eingesetzt. Nah Erstarren der Agarose-Lösung wurde
das Gel vollständig mit 1x TBE-Puer als Laufpuer übershihtet und der Kamm heraus-
gezogen. In die Aussparungen, die durh die Zähne des Kammes gebildet wurden, konnte
die mit 10x-DNA-Ladepuer (50% Glyzerin, 0,2% Xylenyanol, 0,2% Bromphenolblau,
40 mM EDTA) versetzte DNA-Probe pipettiert werden. Die Aussparungen fassen 25 µl.
Anshlieÿend wurden die Elektroden der Spannungsquelle angeshlossen, die Kathode auf
Höhe der Geltashen, die Anode am entgegengesetzten Ende des Gels. Die Elektrophorese
fand bei 100-120 V statt.
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3.1.12 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen mit dem QIA-
quik Gel Extration Kit Protokoll
Die gewünshte DNA-Bande wurde auf einem UV-Leuhttish aus dem Agarosegel aus-
geshnitten und gewogen. Das Gelstük wurde in einem Eppendorf-Gefäÿ mit 3 Volumen
Puer QG () auf 1 Volumen Gel (100 mg = 100 µl) bei 50  gelöst. Pro Volumen des
Gelstükes konnte 1 Volumen Isopropanol zugesetzt werden, was die Aufreinigungsezi-
enz bei Fragmenten, die kleiner als 500 bp oder gröÿer als 4 kb sind, erhöht. Nun wurde
eine QIAquik-Säule auf ein Sammelröhrhen gesetzt, die Probe geladen und zentrifu-
giert. Alle Zentrifugationsshritte in diesem Protokoll erfolgten bei 13 000 rpm, 1 Minute
(Biofuge 13, Heraeus). Die QIAquik-Säule fasst ein Volumen von höhstens 800 µl, so
dass gröÿere Volumina evtl. in zwei Shritten auf die Säule geladen werden mussten. Der
Durhuÿ wurde verworfen. Zum Washen der Säule wurden 0.5 ml Puer QG auf die
Säule geladen und diese wieder zentrifugiert. Anshlieÿend wurden 0,75 ml Puer PE ()
auf die Säule geladen, diese 5 Minuten bei RT stehen gelassen und shlieÿlih zentrifugiert.
Der Durhuÿ wurde verworfen und die Säule erneut zentrifugiert, um etwaige Reste des
ethanolishen Puers zu entfernen. Nun wurde die Säule auf ein 1,5 ml-Eppendorf-Gefäÿ
gesetzt, 30 µl H2O direkt auf die Membran pipettiert und bei RT eine Minute inkubiert.
Durh die nahfolgende Zentrifugation wurde die DNA aus der Säule eluiert und kann bei
-20  gelagert werden.
3.1.13 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA bzw. RNA
Durh eine Phenol-Chloroform-Extraktion werden Nukleinsäure-Lösungen von Verunrei-
nigungen durh Proteine gereinigt. Die zu reinigende Nukleinsäure liegt in einer wässrigen
Lösung vor, deren Volumen bekannt ist. Im ersten Shritt wurde diese wässrige Lösung
mit dem gleihen Volumen Phenol (Tris-gepuert für DNA-Extraktion, H2O-gepuert für
RNA-Extraktion) gemisht, gut gevortext und 10 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge 13,
Heraeus) zentrifugiert. Dabei trennen sih wässrige und organishe Phase wieder. In der
Interphase befanden sih nun die Proteine. Die obere wässrige Phase wurde nun in ein
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neues Eppendorf-Gefäÿ überführt, wobei keine Interphase sowie keine organishe Phase
vershleppt werden durfte. Die wässrige Phase wurde nun mit einem gleihen Volumen
Chloroform gemisht, wieder gut gevortext und 2 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge 13,
Heraeus) zentrifugiert. Die obere Phase wurde erneut in ein frishes Eppendorf-Gefäÿ
transferiert und mit gleihem Volumen Chloroform gemisht, gevortext und zentrifugiert.
Anshlieÿend wurde die wässrige obere Phase wieder in ein frishes Eppendorf-Gefäÿ pi-
pettiert. Bei diesem Shritt durfte kein Chloroform vershleppt werden, da dieses spätere
enzymatishe Reaktionen hemmen könnte.
3.1.14 Ethanolpräzipitation
Die Fällung von Nukleinsäuren aus wässrigen Lösungen erfolgt durh Zugabe von 1/10
Volumen 3 M Natriumaetat- Lösung, pH 5,3 und 2,5 Volumen 100% Ethanol. Die Fällung
kann durh Lagerung der Probe bei -20  verbessert werden.
3.1.15 Photometrishe Bestimmung der Nukleinsäure-
Konzentration in Lösung
RNA wird in der Fällungsreaktion bei -20 gelagert. Für die Konzentrationsbestimmung
wurde die RNA-Suspension sehr gut gevortext, ein Aliquot in ein neues Eppendorfgefäÿ
überführt und durh Zentrifugation (15 Minuten, 13 000 rpm, Biofuge13, Heraeus) gefällt.
Das Ethanol wurde abgenommen, das Pellet kurz getroknet und in 500 µl H2O gelöst.
DNA wird in wässriger Lösung gelagert. Hier konnte direkt ein Aliquot entnommen, auf
500 µl aufgefüllt und die Konzentration durh photometrishe Messung der Absorption
bei 260 nm im Abgleih gegen das verwendete Lösungsmittel bestimmt werden. Im All-
gemeinen gilt:
für doppelsträngige DNA: OD260 = 1 entpriht einer Konzentration von 50 µg/ml in einer
unverdünnten Lösung,
für RNA: OD260 = 1 entpriht einer Konzentration von 40 µg/ml,
für einzelsträngige Oligonukleotide: OD260 = 1 entpriht einer Konzentration von 33
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µg/ml.
Eine Kontamination mit Proteinen (Absorptionsmaximum bei 280 nm) lässt sih durh
Erstellen des Quotienten OD260/OD280 erkennen. Reine DNA bzw. RNA ist durh einen
Quotienten von 1,8-2,0 harakterisiert.
3.1.16 Amplikation von DNA durh Polymerase-Kettenreaktion
(PCR)
Eine Standard-Reaktion zur Amplikation von DNA wurde unter den folgenden Bedingun-
gen in einem Thermo-Cyler durhgeführt: 1/10 Volumen 10x Taq-Puer (Steinbrenner
Laborsysteme) bzw. 10x GB-Puer (166 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris pH 8,8, 67 mM
MgCl2, 67 µM EDTA, 54 mM β-Meraptoethanol), 1/10 Volumen 10x dNTP-Lösung,
je 1/10 Volumen 10x Oligonukleotide (2,5 mM), 1-2 U Taq-Polymerase und 10-500 ng
Matrizen-DNA wurden mit ddH2O auf das entsprehende Gesamtvolumen (meist 20 bzw.
25 µl) aufgefüllt. Die Denaturierung der DNA erfolgte bei 94  für 1 Minute, die Hy-
bridisierung bei der für die verwendeten Oligonukleotide optimalen Temperatur und die
DNA-Synthese bei 72  (Taq-Puer) bzw. 65  (GB-Puer) für 0,5-1,5 Minuten abhän-
gig von der Länge des zu amplizierenden Produktes.
3.1.17 Quantitative RT-PCR
Die quantitative RT-PCR wurde im MyIQ Real-Time PCR-Detektionssystem durhge-
führt. 12,5 µl der SYBR Green-Lösung wurde mit jeweils 0,4 µM Oligonukleotiden und
der zu bestimmenden DNA gemisht und mit ddH2O auf 25 µl Gesamtvolumen auf-
gefüllt. Vor den Amplikationszyklen wurde die in der SYBR Green-Lösung enthaltene
Hot Start-Taq-Polymerase durh Erhitzen auf 95  für 15 Minuten aktiviert. Die Tem-
peraturbedingungen rihteten sih nah den zuvor in der Standard-PCR etablierten Tem-
peraturoptima der verwendeten Oligonukleotide. Die Synthesetemperatur betrug 72 .
Die DNA-Fragmente wurden in 45 Zyklen ampliziert und der Verlauf der Reaktion mit
dem Programm MyIQ verfolgt und aufgezeihnet. Zum Abgleih der eingesetzten DNA
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wurden die Mengen an DNA in einer HPRT-PCR und in der PCR des zu bestimmen-
den Zielgens verglihen. Über den Vergleih der Amplikationszyklen bei denen ein zuvor
festgelegter Shwellenwert erreiht wurde, konnte das Verhältnis von HPRT zum Zielgen
bestimmt werden.
3.1.18 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung erfolgte nah dem Kettenabbruhverfahren [110℄ unter Verwendung von
uoreszenzmarkierten dNTPs aus dem DYEnami ET Terminator Cyle Sequening Kit
der Firma GE Healthare (Amersham). In einem 20 µl-Ansatz wurden 800 ng Plasmid-
DNA mit 10 pmol Primer und 2 µl Sequenzierungs-Premix gemisht. In einem Thermo-
Cyler wurde mit diesem Ansatz folgendes Programm durhlaufen: [96 , 20 Sekunden;
55 , 15 Sekunden; 60 , 1 Minute℄ x 25. Zur Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte
wurde der Ansatz mit Ethanol gefällt, mit 70% Ethanol gewashen und getroknet. Das
Pellet wurde in 20 µl Formamid aufgenommen, 3 Minuten auf 90  erhitzt, auf Eis
abgekühlt und im AbiPrism 310 Geneti Analyser analysiert.
3.2 Molekularbiologishe RNA-Methoden
3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA
Die Isolierung der RNA aus Geweben und Zellen erfolgte mit peqGOLD RNAPure.
Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben
50-100 mg Gewebe wurden mit je 1 ml peqGOLD RNAPure homogenisiert. Eine gute Ly-
se wurde durh Verwendung eines Ultra-Turrax -Homogenisators T25 (Ika Labortehnik)
erreiht.
Die Proben blieben für 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen, um eine Dissoziation
der Nukleotidkomplexe zu gewährleisten. Je eingesetztem Milliliter peqGOLD RNAPure
wurden 0.2 ml Chloroform (frei von Zusätzen wie z.B. Isoamylalkohol) zugegeben und die
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Proben 15 Sekunden kräftig geshüttelt. Anshlieÿend sollten die Proben 3-10 Minuten
bei Raumtemperatur stehen, gefolgt von einer Zentrifugation für 5 Minuten bei 13 000
rpm (Biofuge 13, Heraeus). Hierdurh wurde eine Trennung der Probe in drei Phasen
erreiht: eine untere gelbe Phenol-Chloroform-Phase, eine obere farblose wässrige Phase
und eine dazwishenliegende Interphase. Die RNA befand sih in der wässrigen Phase,
während DNA und Proteine sih in der Interphase und der Phenolphase anreiherten. Die
wässrige Phase nahm a. 60% des Probenvolumens ein.
Die wässrige Phase wurde in ein neues Röhrhen überführt und die RNA mit 0,5
ml Isopropanol pro eingesetztem Milliliter peqGOLD RNAPure präzipitiert. Die Proben
wurden 5-15 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und anshlieÿend für 10 Minuten bei
13 000 rpm und 4 (Zentrifuge 5403, Eppendorf) zentrifugiert. Das RNA-Präzipitat hatte
eine gelartige Konsistenz und befand sih an der unteren Seite des Röhrhens.
Der Isopropanol-Überstand wurde vorsihtig entfernt und das Pellet zweimal mit 1 ml
75% Ethanol durh Vortexen und anshlieÿende Zentrifugation (10 Minuten, 13 000 rpm,
4, Zentrifuge 5403, Eppendorf) gewashen.
Das RNA-Pellet wurde kurz an der Luft getroknet und durh mehrmaliges Auf- und
Abziehen mit der Pipette in autoklaviertem ddH2O gelöst.
Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen
Adhärent wahsende Zellen wurden direkt in der 10 m-Kulturshale durh Zugabe von
2 ml peqGOLD RNAPure und durh mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette lysiert.
Die darauolgenden Shritte (Dissoziation der Nukleotidkomplexe, Phasentrennung,
Präzipitation, sowie Fällung und Lösen in Wasser) entsprahen denen bei der Isolierung
von RNA aus Geweben (s. Abshnitt 3.2.1)
3.2.2 Synthese von DNA
2-3 µg total RNA wurden gefällt und das Pellet getroknet, anshlieÿend mit 0,2 µl oli-
go(dT)(500 ng/1 µg RNA) und 14,8 µl H2O 5 Minuten bei 70 inkubiert, dann 5 Minuten
auf Eis gestellt. Nah Zugabe von 5 µl 5x AMV RT-Puer, 1 µl 25 mM dNTP-Mix, 1 µl
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RNAsin und 3 µl AMV RT (10 U/µl) lief die Reaktion der DNA- Synthese in 1 Stunde
bei 42  ab.
3.2.3 Elektrophorese von RNA
Der Agarose-Flahbettshlitten wurde an den Enden mit Isolierband abgeklebt und der
Kamm in die vorgesehenen Aussparungen gestekt. 1 g Agarose wurde mit 76 ml H2O
in einem Erlenmeyer-Kolben in der Mikrowelle aufgekoht. Die Lösung musste auf a.
65 abkühlen, bevor 5 ml 20x MOPS (400 mM Morpholinopropansulfonsäure (MOPS),
100 mM Natriumaetat-Trihydrat (NaOA), 10 mM EDTA) und 18 ml Formaldehyd
hinzupipettiert werden. Die Lösung wurde in den Flahbettshlitten gegossen und erkaltet.
Das Gel wurde in die Elektrophorese-Apparatur überführt und mit 1x MOPS- Puer
übershihtet. Unter Puer wurde der Kamm aus dem Gel gezogen.
Die RNA/Ethanol-Suspension wurde gut gevortext, eine Volumenmenge entnommen,
die der gewünshten RNA-Menge entspriht und in ein neues Eppendorf-Gefäÿ überführt.
Die RNA-Suspension wurde 10 Minuten bei 13 000 rpm (Biofuge, Heraeus) zentrifugiert
und das Ethanol mit einer Pipette vorsihtig entfernt. Das RNA-Pellet wurde mit 100 µl
70% Ethanol gewashen, der Überstand komplett abgenommen und das Pellet für a. 10
Minuten getroknet. Das getroknete RNA-Pellet wurde in 20 µl Probenpuer-Mix (10
µl Formamid, 3,5 µl Formaldehyd, 1 µl 20x MOPS, 5,5 µl H2O) gelöst.
Die RNA wurde im Probenpuer bei 56 für 15 Minuten hitzedenaturiert. Anshlie-
ÿend wurden 2 µl 10x- Farbmarker (50% Glyzerin, 0,2% Xylenyanol, 0,2% Bromphenol-
blau, 40 mM EDTA) zugegeben und 20 µl in die Tashen des Gels pipettiert. Die elek-
trophoretishe Auftrennung konnte über Naht bei 20 V durhgeführt werden, wobei der
Puer durh eine peristaltishe Pumpe umgewälzt wurde (von + nah -), oder tagsüber
bei a. 110 V.
Nah beendeter Elektrophorese wurde das Gel in eine Shale mit H2O überführt und
für 15 Minuten gewässert. Anshlieÿend wurde das Gel in Ethidiumbromid-Lösung trans-
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feriert und 10 Minuten gefärbt. Nah Ablauf der 10 Minuten wurde das Gel wieder in
eine Shale mit H2O gelegt und entfärbt (3 x 10 Minuten). Das Gel konnte nun auf einem
UV-Tish mit Längenstandard (Lineal) photographiert werden.
3.2.4 Northern Blot
Northern Blot bezeihnet den Transfer von elektrophoretish aufgetrennter RNA aus ei-
nem RNA-Gel auf eine Membran.
Für den Transfer wurde folgender Versuhsaufbau gewählt: Auf eine Kunststoshale
wurde eine Glasplatte gelegt. Auf diese Glassheibe wurden zwei Stüke 3MM What-
man-Filterpapier gelegt, so dass die Enden in den 10x SSC-Puer (1,5 M NaCl, 0,15 M
Na-Zitrat) in der darunterstehenden Shale reihen. Auf diese beiden Stüke Filterpapier
wurden 3 weitere Stüke Filterpapier gelegt, die mit 10x SSC-Puer getränkt und mit ei-
nem Glasstab glatt gestrihen wurden. Darauf wurde das Gel so gelegt, dass die Seite des
Gels, die in der Elektrophorese-Kammer mit Puer bedekt war, nah unten auf die Filter-
papiere zu liegen kam. Auf das Gel wurde ein Stük Hybond N+ Northern Blot-Membran
gelegt, das nur wenig gröÿer als das Gel zugeshnitten war. Die Membran wurde auf dem
Gel glatt gestrihen, so dass sih keine Luftblasen zwishen Gel und Membran befanden.
Auf die Membran wurden 3 weitere Stüke Filterpapier gelegt, ebenfalls geglättet und mit
einem Stapel Papierhandtüher bedekt. Auf die Papierhandtüher wurde eine Shale mit
einer gefüllten Glasashe gestellt, um den Blotaufbau zu beshweren.
Der Transfer der RNA aus dem Gel auf die Membran benötigt einige Stunden, wes-
halb am über Naht geblottet wurde. Am nähsten Tag konnte der Blot vorsihtig abge-
baut werden, die Membran wurde beshriftet und die Positionen der Geltashen auf der
Membran markiert. Die Membran wurde auf einem Papiertuh getroknet und in einem
UV-Gerät bestrahlt. Dadurh wurde die RNA auf der Membran xiert, so dass sie auh
durh anshlieÿende Inkubations- und Wash-Shritte niht abgewashen werden konnte.
Für den Nahweis einer spezishen mRNA auf einem Northern Blot wurde ein DNA-
Fragment isoliert, das die Sequenz für die nahzuweisende mRNA enthält. Das Fragment
wurde in 45 µl Endvolumen mit ddH2O aufgenommen, 5 Minuten aufgekoht und 2 Minu-
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ten auf Eis abgekühlt. Die Probe wurde gemäÿ den Angaben des Herstellers mit Hilfe des
rediprime II-Kits (Fa. Amersham Pharmaia) radioaktiv markiert und anshlieÿend über
NuTrap
®
Probe Puriation Columns der Firma Stratagene aufgereinigt. Hierzu wurden
die Säulen mit 70 µl 1x TNE-Puer (10 mM Tris pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA)
äquilibriert, dann die 50 µl Probe + 20 µl 1x TNE-Puer aufgetragen und durh die
Säule in ein Eppendorf-Gefäÿ gedrükt. Die Säule wurde mit 70 µl 1x TNE-Puer nah-
gewashen, so dass sih zum Shluss insgesamt 100-140 µl Probe im Eppendorf-Gefäÿ
befanden. Die markierte Probe wurde erneut 5 Minuten aufgekoht und kann dann zu-
sammen mit 10 ml Hybridisierungslösung (7% SDS, 0,5 M Phosphatpuer, 1 mM EDTA)
zu der prähybridisierten Northern Blot-Membran in eine Glasröhre gegeben werden, in
der die Membran im Hybridisierungsofen während der Hybridisierung bewegt wurde.
Zur Prähybridisierung der Membran wurde diese in einer Glasröhre a. 1 Stunde bei
65 mit 10 ml Hybridisierungslösung im Hybridisierungsofen inkubiert.
Die Hybridisierung der Membran mit der radioaktiv markierten Probe erfolgte über
Naht bei 65.
Am nähsten Tag wurde die Membran einmal 15 Minuten mit Washlösung 1 (40 mM
Phosphatpuer, 1 mM EDTA, 5% SDS) und dreimal mit Washlösung 2 (40 mM Phos-
phatpuer, 1 mM EDTA, 1% SDS) bei 65 gewashen. Anshlieÿend wurde die Membran
in Frishhaltefolie gepakt; es konnte eine Phosphoimager-Platte oder ein Röntgenlm auf-
gelegt werden. Beim Auegen eines Filmes sollten Verstärkerfolien hinter die Membran
und hinter den Film gelegt und die Filmkassette bei -80 gelagert werden.
3.3 Proteinbiohemishe Methoden
3.3.1 Herstellung von Gesamt-Proteinextrakten
Gesamtproteinextrakte aus Geweben
Ein Gewebestük von a. 100 mg wurde mit 2 ml kaltem RIPA-Puer (50 mM Tris-HCl
pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 0,5% Deoxyholsäure Na
+
-Salz, 1% NP-40) in einem
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Rundboden-Röhrhen mit Hilfe des Ultra-Turrax homogenisiert. Das Homogenisat wur-
de 10 Minuten auf Eis inkubiert, anshlieÿend auf zwei 1,5 ml-Eppendorf-Gefäÿe verteilt
und 10 Minuten bei 15000 rpm in einer Kühlzentrifuge bei 4  (Zentrifuge 5403, Ep-
pendorf) abzentrifugiert, um Membranbestandteile abzutrennen. Der Überstand wurde
in neue Eppendorf-Gefäÿe überführt. Ein 5 µl-Aliquot wurde zur Bestimmung der Prote-
inkonzentration abgenommen, der Rest auf Trokeneis eingefroren und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80  gelagert.
Gesamtproteinextrakte aus Zellen
Die Zellen wurden auf der Platte zweimal mit PBS
−/−
gewashen. Mit einem Gummisha-
ber wurden die Zellen anshlieÿend von der Zellkulturshale abgeshabt und mit 1 ml
PBS
−/−
in ein Eppendorf-Gefäÿ überführt. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 4 000 rpm
und 4  (Zentrifuge 5403, Eppendorf) pelletiert, der Überstand entfernt und die Zellen
in 2-3 Volumen (meist 100 µl) RIPA (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% SDS,
0,5% Deoxyholsäure Na
+
-Salz, 1% NP-40)- oder PP100 (25 mM Tris-HCl pH 7,8, 5 mM
NaCl, 100 mM KCl, 10% Glyzerin, 0,1% NP-40)-Puer (4 ) lysiert und 5 Minuten auf
Eis inkubiert. Der Extrakt wurde 10 Minuten bei 4  und 15 000 rpm (Zentrifuge, 5403,
Eppendorf) zentrifugiert und der Überstand in ein neues Eppendorf-Gefäÿ pipettiert. Ein
5 µl-Aliquot wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentration abgenommen, der Rest auf
Trokeneis eingefroren und bei -80  gelagert.
3.3.2 Herstellung von Kern- und Zytoplasmaextrakten
Für die Präparation von Kern- und Zytoplasmaextrakten wurden die Zellen zweimal mit
eiskaltem PBS
−/−
gewashen und in a. 1 ml PBS
−/−
abgeshabt. Die Zellen wurden in
Eppendorf-Gefäÿe überführt und in einer Kühlzentrifuge (5 Minuten, 4 000 rpm, 4,
Zentrifuge 5403, Eppendorf) pelletiert. Das Pellet wurde anshlieÿend in 100 µl CE(+)-
Puer (10 mM HEPES KOH pH 7,9, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 0,5% NP-40, 1 mM DTT,
1 mM PMSF) resuspendiert. Durh die darauolgende Inkubation auf Eis (5 Minuten)
wurden die Zellmembranen aufgebrohen. Die Kerne wurden dann bei 3 000 rpm, 4
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(Zentrifuge 5403, Eppendorf) für 5 Minuten abzentrifugiert.
a) Der nun erhaltenen Überstand, der zytosolishe Extrakt wurde mit 50 µl NE-Puer
(250 mM Tris pH 7,8, 60 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) versetzt, 15
Minuten bei 12 000 rpm (Zentrifuge 5403, Eppendorf) zentrifugiert und der Überstand
bis zur weiteren Verwendung bei -80  eingefroren.
b) Das Pellet (die Kerne) wurden mit 250 µl CE(-)-Puer (10 mM HEPES KOH pH 7,9, 10
mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) vorsihtig gewashen und erneut durh
Zentrifugation (5 Minuten, 3 000 rpm, 4 , Zentrifuge 5403, Eppendorf) pelletiert. Das
Pellet wurde in 60 µl NE-Puer resuspendiert. Die Unversehrtheit der Kerne wurde unter
dem Mikroskop kontrolliert. Es folgten drei Gefrier-Tau-Zyklen, um die Kernmembranen
aufzubrehen. Anshlieÿend wurden die Proben für 15 Minuten bei 12 000 rpm und 4 
(Zentrifuge 5403, Eppendorf) zentrifugiert und der erhaltenen Überstand bis zur weiteren
Verwendung bei -80  eingefroren.
3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
Benötigte Lösungen:
 Lowry-I: 2% Na2CO3 in 0,1 N NaOH = 10 g Na2CO3 + 2 g NaOH in 500 ml ddH2O
 Lowry-II: 2% Na-K-Tartrat = 2 g Na-K-Tartrat in 100 ml ddH2O
 Lowry-III: 1% CuSO4 = 1 g CuSO4 in 100 ml ddH2O
 Lowry-IV: 100 µl Lowry-II + 10 ml Lowry-I mishen, + 100 µl Lowry-III,
immer frish ansetzen
Für die klassishe Proteinbestimmung nah Lowry [80℄ wurde eine BSA-Eihkurve an-
gelegt:
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0,0 5,0 10,0 20,0 30,0 40,0 60,0 µl BSA (1mg/ml)
5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 µl Extraktions-Puer
145,0 140,0 135,0 125,0 115,0 105,0 85,0 µl Lowry-I
250,0 250,0 250,0 250,0 250,0 250,0 250,0 µl Lowry-IV
Gut mishen und 5 Minuten bei RT inkubieren.
In jedes Eppendorf-Gefäÿ 30 µl Folin-Reagenz (1:1 verdünnt mit Wasser) pipettieren,
wieder gut mishen und 30-90 Minuten bei RT im Dunkeln inkubieren.
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration in Proteinextrakten wurden 5 µl Pro-
teinextrakt gemisht mit 145 µl Lowry-I, 250 µl Lowry-IV und 30 µl 50% Folinreagenz.
Diese Proben wurden ebenfalls gut gemisht und bei RT 30-90 Minuten im Dunkeln in-
kubiert. Anshlieÿend wurden die Proben erneut gemisht und je 100 µl Lowry-Reaktion
in eine Mikrotiterplatte pipettiert und im ELISA-Reader bei 600 nm gemessen.
Die Proteinkonzentration der Proteinextrakte konnte dann anhand der erstellten BSA-
Eihkurve berehnet werden.
3.3.4 Ionenanitätshromatishe Aufreinigung von Proteinen mit
Talonbeads
Zuerst wurden die Talonbeads (Talon Metal Anity Resin, BD Biosienes Clonteh)
prä-äquilibriert. Hierzu wurden 100 µl Talonbeads pro aufzureinigende Probe in ein 15
ml-Falon-Röhrhen pipettiert. Die Talonbeads wurden zweimal mit 10 ml kaltem PBS
−/−
bzw. Proteinextraktionspuer gewashen und anshlieÿend 5 Minuten bei 4 000 rpm (Va-
rifuge 3.0R, Heraeus) zentrifugiert. Die Talonbeads wurden in 1 ml PBS
−/−
bzw. 100 µl
Extraktionspuer pro aufzureinigende Probe resuspendiert und gleihe Mengen auf so-
viele 15 ml-Röhrhen/Eppendorf-Gefäÿe verteilt wie Aufreinigungen vorgesehen sind. Die
Beads wurden noh einmal abzentrifugiert und der Überstand verworfen.
Nun wurde der Zellkultur-Überstand abzentrifugiert (4 000 rpm, 5 Minuten, Varifuge
3.0R, Heraeus), um tote Zellen und Zellbruhstüke aus dem Medium zu entfernen. Der
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Überstand/Proteinextrakt wurde dann mit den Talonbeads vereinigt und 2 Stunden bei 4
 auf einem Drehrad inkubiert. Nah Ende der Inkubationszeit wurden die Beads abzen-
trifugiert, dreimal mit kaltem PBS
−/−
gewashen und der Überstand gründlih entfernt.
Anshlieÿend wurden die Talonbeads in 50 µl 2x Lämmli-Puer (125 mM Tris-HCl, pH
6,8, 4% SDS, 20% Glyzerin, Bromphenolblau) mit 2% β-Meraptoethanol resuspendiert,
auf Trokeneis shokgefroren und bei -80  gelagert.
3.3.5 SDS-Polyarylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die elektrophoretishe Auftrennung von Proteinen erfolgte mit einer sogenannten SDS-
PAGE, der Natriumdodeylsulfat-Polyarylamid-Gelelektrophorese nah Lämmli ([73℄).
Ein SDS-Gel besteht aus einem Trenngel und einem Sammelgel. Die Prozentangabe be-
zieht sih hierbei immer auf den Polyarylamid-Anteil des Trenngels und rihtete sih nah
dem Molekulargewiht des nahzuweisenden Proteins. Das Trenngel (Trenngel-Lösung: 6-
15% Arylamid/Bisarylamid, 375 mM Tris-HCl pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,05%
TEMED) sollte zwishen den beiden verwendeten Glasplatten a. 2/3 des Volumens ein-
nehmen. Sobald das Trenngel die erforderlihe Höhe (bis a. 4 m unterhalb des obereren
Randes) erreiht hatte, wurde es mit 70% Ethanol übershihtet (a.1 ml). Dadurh wur-
den Luftblasen entfernt und das Gel konnte mit einer glatten Oberähe polymerisieren.
Sobald das Gel vollständig polymerisiert war, konnte das Sammelgel (Sammelgel-
Lösung: 4% Arylamid/Bisarylamid, 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% APS,
0,1% TEMED) gegossen und ein Kamm eingesetzt werden. Die durh den Kamm ge-
bildeten Tashen fassten ein Volumen von a. 80 µl bei den meist verwendeten groÿen
Glasplatten und ein Volumen von a. 20 µl bei sogenannten Minigelen.
Die mit Lämmli-Puer versetzten Proteinproben wurden nah dem Aufkohen (5 Mi-
nuten, 95) in die Tashen des SDS-Polyarylamidgels pipettiert. Als Laufpuer für die
Gelelektrophorese diente 1x SDS-Laufpuer (250 mM Tris-base, 1,92 M Glyzin, 1% SDS).
Der Sammelgellauf erfolgte übliherweise bei konstanten 26 mA und die Länge des sih
anshlieÿenden Trenngellaufes bei 26-36 mA rihtete sih nah Gröÿe und gewünshter
Auftrennung der zu analysierenden Proteine.
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3.3.6 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran
(Western Blot)
Der Transfer der im Polyarylamidgel aufgetrennten Proteine aus auf eine Nitrozellulose-
MembranOptitran BA-S 83 erfolgte mittels einer semi-dry Western Blot-Apparatur. Hier-
für wurden in der Blot-Apparatur 3 Stüke Whatman 3MM -Papier, die Nitrozellulose-
Membran, das Trenngel und 3 weitere Stüke Whatman 3MM -Papier in 1x Western-
Transferpuer (25 mM Tris-base, 190 mM Glyzin, 20% Methanol) getränkt und luftbla-
senfrei aufeinander gelegt. Der Transfer erfolgte bei RT und konstanten 18 V für 1-2 Stun-
den. Die Übertragung der Proteine auf die Membran wurde mit einer Poneau S -Färbung
überprüft. Anshlieÿend wurde die Membran 30 Minuten bei RT mit 7.5% Milhpulver in
PBS
−/−
mit 0,5% Tween20 inkubiert, um unspezishe Bindungsstellen der Membran mit
Protein abzusättigen. Danah konnte die Membran mit einem entsprehenden Erstanti-
körper (1:1000 anti-My; 1:250 anti-Caspase-14; 1:100 anti-Taps; 1:500 anti-E-adherin;
1:500 anti-β-Aktin, anti-β-atenin 1:500) inkubiert werden, der gegen das nahzuweisende
Protein gerihtet war. Die Inkubation erfolgte für 2 Stunden bei RT oder bei 4 über
Naht. Niht gebundene Antikörper wurden durh dreimaliges Washen mit PBS/0,5%
Tween20 für 10 Minuten entfernt. Es folgte eine einstündige Inkubation mit einem gegen
den Erstantikörper gerihteten Zweitantikörper (1:2000 anti-Maus; 1:2500 anti-Kaninhen;
1:5000 anti-Ziege), der an eine Meerrettih-Peroxidase gekoppelt war. Auh nah dieser
Inkubation wurde durh Washen mit PBS
−/−
/0,5% Tween20 unspezish gebundener
Antikörper entfernt.
Für den Nahweis der gebundenen Antikörper wurde die Membran 1 Minute mit ECL-
Lösung bedekt, anshlieÿend in Frishhaltefolie gepakt und in der Dunkelkammer ein
Röntgenlm aufgelegt. Die Exposition des Films rihtete sih nah der Intensität des
Signals.
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3.3.7 DNA-Proteinbindungsanalyse
Bei dieser Methode, auh Eletromobility Shift Assay (EMSA) genannt, bewirkt die Bin-
dung eines Transkriptionsfaktors an radioaktiv markierte Oligonukleotidsonden eine Ver-
langsamung der Wanderung der Komplexe in einem Polyarylamid-Gel im Vergleih zur
ungebundenen Sonde. Dadurh können im Autoradiogramm Banden oberhalb der un-
gebundenen Sonden nahgewiesen werden. Zur Identizierung der Proteine, die an die
Sonden gebunden haben, können spezishe Antikörper gegen Transkriptionsfaktoren ein-
gesetzt werden, die die Bildung der Protein/DNA-Komplexe verhindern oder eine weitere
Verlangsamung des Komplexes bewirken (Supershift).
Für die Reaktion, in der aus zwei komplementären Oligonukleotiden eine doppelsträn-
gige Sonde entsteht, wurden jeweils 10 µl der beiden Oligonukleotide mit 20 µl 1x TE-
Puer (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA) gemisht, das Gemish 5 Minuten imWasserbad
aufgekoht, in ein zweites Wasserbad überführt, das auf 65 vorgeheizt wurde und darin
auf RT abgekühlt. Für die radioaktive Markierung der Oligonukleotidsonden wurden die
doppelsträngigen Sonden in einer Endkonzentration von 1 pmol/µl mit 1/10 Volumen 10x
Polymerase-Puer, 1/10 Volumen
32
P-dCTP, 1/20 Volumen dATG (jeweils 5 mM) und
1/20 Volumen Klenow (5 U/µl) in einem Gesamtansatz von 20 µl versetzt und 30 Minu-
ten bei RT inkubiert. Die radioaktiv markierten Sonden werden über NuTrap
®
-Säulen
aufgereinigt und die Stärke der radioaktiven Markierung in einem Szintillationszähler be-
stimmt.
Für die Proteinbindungsanalyse wurden 2 µg Kernextrakt mit 1/10 Volumen 10x Puf-
fer, 1/20 Volumen polydI/dC (unspezishe Kompetitions-DNA), 1/10 Volumen BSA
und 1/10 Volumen der markierten Sonde in 20µl Gesamtvolumen für 30 Minuten bei
RT inkubiert. Für einen Supershift wurden die Kernextrakte vor der Inkubation mit der
markierten Sonde zunähst für 30 Minuten auf Eis mit 1 µl Antikörper gegen einen Tran-
skriptionsfaktor inkubiert.
Für die Gelelektrophorese wurde ein Polyarylamidgel (20 ml Arylamid/Bisarylamid,
7,5 ml 5x TBE, 121 ml H2O, 1,25ml 10% APS, 125 µl TEMED) gegossen. In 0,5x TBE
(50 mM Tris, 50 mM Borsäure, 1 mM EDTA) als Laufpuer lief das Gel für 30 Minuten
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bei 100 V bevor die Proben geladen wurden. Die Proben wurden ohne Ladepuer (Gly-
zerin ist im 10x Puer shon vorhanden) auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte
für a. 3 Stunden, in der ersten Stunde bei 100 V, dann bei 150 V bis die Proben noh
a. 3-4 m vom unteren Rand des Gels entfernt waren. Das Gel wird anshlieÿend auf 2
Whatman-Papieren für a. 2 Stunden getroknet und die Banden durh Auegen eines
Röntgenlms sihtbar gemaht.
3.4 Histologishe Methoden
3.4.1 Fixierung von Geweben und Einbettung in Paran
Das einzubettende Gewebe wurde entnommen, eventuell kurz in PBS
−/−
gewashen und
anshlieÿend in 4% PFA pH 7,2 über Naht bei 4  xiert. Am nähsten Tag wurde das
xierte Gewebe zunähst 30 Minuten mit PBS
−/−
und anshlieÿend 30 Minuten mit einer
0,85%igen NaCl-Lösung bei 4 gewashen. Zur Entwässerung des Gewebes folgten zwei
15-minütige Inkubationen mit 0,85% NaCl/Ethanol (1:1), gefolgt von einer 15-minütigen
und einer 30-minütigen Inkubation mit 70% Ethanol/0,85% NaCl bei RT. Die 30-minütige
Inkubation kann durh eine Inkubation über Naht ersetzt werden. Zur weiteren Entwässe-
rung folgten Inkubationen mit 85% und 95% Ethanol/0,85% NaCl für jeweils 30 Minuten,
dann dreimal 100% Ethanol für jeweils eine Stunde. Nah zweimaliger Inkubation in Xylol
für 30 Minuten und abshlieÿender Inkubation in Xylol über Naht wurde das Gewebe zur
Einbettung in ein Paran/Xylol(1:1)-Gemish überführt und 1 Stunde bei 56  inku-
biert. Shlieÿlih wurden die Präparate mit Hilfe des Einbettungsgerätes Tissue Tek TES
dreimal für jeweils eine Stunde in ein Bad mit üssigem Paran gegeben. Aus dem Bad
entnommen wurden die Präparate in Plastik-Kassetten mit Paran eingegossen und bei
RT gelagert. Um eine RNAse-Exposition des Gewebes zu vermeiden, die eine Verwendung
der Gewebeshnitte für in situ-Hybridisierungen unmöglih mahen würde, mussten bei
der Bearbeitung der Gewebe stets Handshuhe getragen werden.
KAPITEL 3. METHODEN 52
Besonderheit bei der Einbettung von Haut
Bei der Einbettung von Haut, insbesondere Maushaut, aber auh sehr kleinen Organen,
war es hilfreih, diese nah der ersten Fixierung in 4% PFA in 3%ige Agarose (3% Bato-
Agar in PBS
−/−
) einzubetten. Dazu wurde die Bato-Agar-Masse erhitzt, eine Shiht
Agar auf eine Glasplatte aufgebraht, die Haut glatt darauf ausgebreitet und mit einer wei-
teren Shiht Agar übershihtet. Nah dem Auskühlen wurde das Gewebestük mit dem
Agar zurehtgeshnitten und erneut mindestens 3 Stunden in 4% PFA/PBS
−/−
xiert.
Anshlieÿend folgte das Entwässerungsprotokoll wie unter Abshnitt 3.4.1 beshrieben.
3.4.2 Anfertigung von Paran-Gewebeshnitten
Mit Hilfe eines Weihshnittmikrotoms RM2155 wurden von Paranblöken (s. Abshnitt
3.4.1) Shnitte von 6 µm Dike angefertigt und auf Objektträger aufgezogen. Diese wur-
den zum Troknen der Shnitte über Naht bei 42 inkubiert und anshlieÿend bei RT
gelagert.
3.4.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Zur histologishen Begutahtung der Gewebeshnitte wurden die Präparate mit Häma-
toxylin und Eosin angefärbt, wobei das Hämatoxylin die basophilen Zellkerne blau und
das Eosin die eosinophilen Strukturen des Zytoplasmas, der Kollagene und der Muskeln
rot gefärbt. Die Präparate wurden zunähst durh zweimalige Inkubation für 10 Minuten
in Xylol deparaniert und dann durh eine absteigende Ethanolreihe jeweils 2 Minuten in
100%, 95%, 90%, 80%, 70%, 50% und 30% Ethanol hydratisiert. Anshlieÿend wurden die
Präparate 8 Minuten in Mayer's Hämatoxylinlösung gefärbt, 1 Minute in Leitungswasser
gewashen und für 20 Sekunden in 0,5% HCl/70% Ethanol gebläut. Danah wurden die
Shnitte für 15 Minuten unter ieÿendem Leitungswasser gewässert, gefolgt von einem
Bad in 0,5%iger Eosin-Lösung für 20 Sekunden. Nah der darauolgenden aufsteigenden
Ethanolreihe aus 70%, 80%, 100% Ethanol für jeweils 1 Minute, gefolgt von zwei zweimi-
nütigen Inkubationen in Xylol zur erneuten Entwässerung der Shnitte wurden diese in
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Entellan eingebettet und mit einem Dekgläshen abgedekt.
3.4.4 Immunhistohemie (IHC)
Die immunhistohemishen Färbungen wurden auf sogenannten Gewebe-Miroarrays
(TMA) von Plattenepithelkarzinomen, Basaliomen, aktinishen Keratosen, Melanomen
und normaler Haut durhgeführt. Für einen solhen Gewebe-Miroarray wurden Stanz-
biopsien aus zahlreihen Gewebeproben der genannten Läsionen senkreht in einen neuen
Paranblok eingesetzt. Dieser Blok wurde anshlieÿend so geshnitten, dass sih in je-
dem Shnitt die Quershnitte aller Stanzbiopsien vorhanden sind, und die Shnitte auf
Objektträger gezogen.
Diese TMAs wurden für zweimal 10 Minuten in Xylol entparaniert und in einer
absteigenden Ethanolreihe (jeweils 2 Minuten 100% , 95%, 90%, 80%, 70%, 50% und
30% Ethanol) gewässert. Anshlieÿend wurden die TMAs einem Protokoll für die Anti-
gendemaskierung in Zitratpuer unterzogen. Hierzu wurden die Objektträger 10 Minuten
in siedendem Zitratpuer inkubiert. Nah 10 Minuten wurde die Shale mit Zitratpuer
(9 ml 0,1 M Zitronensäure, 41 ml 0,1 M Natriumitrat) und den Objektträgern von der
Heizplatte genommen. Die Objektträger verblieben noh 10 Minuten in dem heiÿen Puer
und wurden anshlieÿend kurz in PBS
−/−
und Leitungswasser gewashen. Zur Blokierung
endogener Peroxidaseaktivität folgte eine Inkubation mit frish hergestelltem 0,3% H2O2
in Methanol für 10 Minuten. Nah erneutem Washen der Objektträger in PBS
−/−
wur-
den die TMAs für 10 Minuten mit 0,1% Trypsin in PBS
−/−
bedekt. Das Trypsin wurde
anshlieÿend durh eine fünfminütige Inkubation in Trypsin-Inhibitor-Lösung (0,1 µg/ml
Trypsin-Inhibitor in PBS
−/−
) inaktiviert. Zur Dierenzierung folgte eine Inkubation der
TMAs in 2N HCl/PBS
−/−
für 20 Minuten. Die Objektträger wurden anshlieÿend erneut
in PBS
−/−
gewashen und dann 30 Minuten bei RT mit Blokierungslösung behandelt,
um unspezishe Bindungsstellen abzusättigen. Für die folgenden Shritte wurden die
Komponenten des Vetastain ABC Kits verwendet. Als Blokierungslösung diente 0,1%
BSA in PBS
−/−
mit Normalserum (150 µl auf 10 ml Blokierungslösung) der Spezie, aus
welher der Sekundärantikörper stammte. Der Primärantikörper wurde in Blokierungs-
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lösung verdünnt (anti-Taps 1:200) und für 2 Stunden bei RT auf die Shnitte gegeben.
Für einen Kontrollansatz wurde Blokierungslösung ohne Primärantikörper verwendet. Es
folgte ein erneuter Washshritt für 5 Minuten in PBS
−/−
. Der entsprehende biotinylier-
te Sekundärantikörper wurde 1:200 in Blokierungslösung verdünnt und für 30 Minuten
bei RT auf den Präparaten inkubiert. Ein weiterer Washshritt (5 Minuten, PBS
−/−
)
entfernte niht gebundenen Sekundärantikörper von den TMAs. Zur Verstärkung des Si-
gnals wurden die Gewebeshnitte für 30 Minuten mit ABC-Reagenz (5 ml Blokierungs-
lösung, 2 Tropfen Reagenz A, 2 Tropfen Reagenz B), welhes 30 Minuten vor Gebrauh
angesetzt werden musste, inkubiert. Danah wurden die Objektträger erneut in PBS
−/−
gewashen. Für die Substratreaktion wurden die Präparate mit DAB (Diaminobenzidin)-
Lösung (DAB Substrat Kit : 5 ml destilliertes Wasser, 2 Tropfen Puerkonzentratlösung, 4
Tropfen DAB-Konzentratlösung, 2 Tropfen H2O2) im Dunkeln inkubiert. Die Färbereak-
tion wurde in dH2O gestoppt und die Präparate mit Hämatoxylin und Eosin gegengefärbt
(s. Abshnitt 3.4.3).
3.4.5 Indirekte Immunuoreszenz
Immunuoreszenz auf Gewebeshnitten
Paranshnitte wurden in Xylol entparaniert (zweimal 10 Minuten) und anshlieÿend
in einer absteigenden Ethanolreihe jeweils 2 Minuten in 100%, 95%, 90%, 80%, 70%, 50%
und 30% Ethanol rehydratisiert. Zur Demaskierung der Antigene standen zwei vershie-
dene Protokolle zur Verfügung:
Für Immunuoreszenz-Färbungen auf die Dierenzierungsmarker Keratin 10 und Keratin
6 wurden die Shnitte 10 Minuten in einem siedenden Zitratpuer (9 ml 0,1 M Zitro-
nensäure, 41 ml 0,1 M Natriumitrat) inkubiert, anshlieÿend wurde der Zitratpuer mit
den Shnitten von der Heizplatte genommen, so dass der Puer auskühlen konnte. Dabei
verblieben die Objektträger noh 10 Minuten in dem heiÿen Puer. Nah Ablauf dieser
zweiten 10 Minuten wurden die Shnitte mit einem Fettstift umrandet.
Für Immunuoreszenz-Färbungen auf Filaggrin, Loririn, Taps und PCNA wurden die
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Präparate nah der Rehydratisierung mit einem Fettstift umrandet und zur Antigen-
Demaskierung mit einem Triton-X-100-Puer (0,1% BSA/0,5% Triton-X-100 in PBS
−/−
)
inkubiert. Nah 30 Minuten Inkubationszeit wurden die Shnitte in PBS gewashen.
Die nahfolgenden Shritte waren dann für alle Färbungen gleih:
Nah der Demaskierung wurden die Shnitte für 30 Minuten mit einer Blokierungslösung
inkubiert, um unspezishe Bindungsstellen der Antikörper zu bloken. Die verwendeten
Primärantikörper wurden in der Blokierungslösung verdünnt (Keratin 10 1:250, Keratin
6 1:500, Filaggrin 1:500, Loririn 1:400, Taps 1:400, PCNA 1:300).
Die Shnitte wurden nah Inkubation mit dem Primärantikörper dreimal mit PBS
gewashen und anshlieÿend 1 Stunde bei RT mit einem Sekundärantikörper (1:500 anti-
Kaninhen, Cy3 oder Alexa488, 1:500 anti-Maus, Alexa488) sowie 1 µg/ml Bisbenzimid
H33342 Fluorohrom zur Gegenfärbung der Zellkerne in Blokierungslösung inkubiert.
Nah erneutem Washen in PBS wurden die Shnitte mit Mowiol (6 g Glyzerin, 2,4 g
Mowiol 4-88, 6 ml H2O, 12 ml 200 mM Tris pH 8,5) eingedekt und bis zur Dokumentation
dunkel gelagert.
Immunuoreszenz auf kultivierten Zellen
Die zu analysierenden Zellen wurden in gewünshter Zellzahl auf Dekgläshen in Zell-
kulturshalen kultiviert, zweimal mit PBS
−/−
gewashen und anshlieÿend mit 4% PFA/
PBS
−/−
15 Minuten xiert. Danah wurden die Zellen dreimal mit PBS
−/−
gewashen. Zur
Blokierung unspezisher Bindungsstellen sowie zur Perforierung der Zellmembran er-
folgte eine Inkubation für 30 Minuten mit Triton-X-100-Puer (0,1% BSA/0,5% Triton-X-
100/PBS
−/−
). Der Primärantikörper wurde in Blokierungslösung verdünnt (0,1% BSA/
0,2% Tween20/PBS
−/−
, PDI 1:250, E-adherin 1:100) und die Zellen 2 Stunden damit
inkubiert. Anshlieÿend wurden die Zellen erneut mit PBS gewashen bevor der Sekun-
därantikörper, ebenfalls in Blokierungslösung verdünnt (1:500 anti-Kaninhen, Cy3 bzw.
1:500 anti-Ziege, Cy3) und mit 1 µg/ml Bisbenzimid H33342 Fluorohrom für 0,5-1 Stun-
de zur Inkubation auf die Zellen pipettiert wurde. Nah Ende der Inkubationszeit wurden
die Zellen mit PBS
−/−
gewashen und die Dekgläshen mit Mowiol auf Objektträgern
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eingedekt.
3.4.6 Phalloidin-Färbung
Phalloidin, ein Toxin des weiÿen Knollenblätterpilzes, bindet Aktinlamente und kann
aus diesem Grund dazu verwendet werden, das Zytoskelett von Zellen anzufärben, wenn
es an einen Fluoreszenzfarbsto gekoppelt vorliegt. Die Phalloidin-Färbung auf kultivier-
ten Zellen wurde parallel zur indirekten Immunuoreszenzfärbung vorgenommen. Dazu
wurden die Zellen wie in Abshnitt 3.4.5 beshrieben behandelt und zu dem Sekundäran-
tikörper mit Bisbenzimid H33342 in der Blokierungslösung Phalloidin Alexa Fluor
®
488
in einer Verdünnung von 1:40 zugegeben.
3.5 Zellkulturmethoden
3.5.1 Kulturbedingungen
Die verwendeten HT1080-, HeLa- und HEK293-Zellen wurden in Dulbeo's Modied
Eagles Medium (DMEM) mit 10% FCS bei 37 und 6% CO2 kultiviert. Die murinen
Keratinozyten-Zelllinien MCA3D und MCA3D/AT3 wurden in α-MEM-Medium mit 10%
fötalem Rinderserum bei 34 und 6% CO2 kultiviert. Sämtlihe Arbeitsgänge wurden
unter Einhaltung steriler Bedingungen an einer Siherheitswerkbank der Klasse 2 durh-
geführt.
3.5.2 Passagieren von Zellen
Die verwendeten Zelllinien wurden bei Erreihen einer Konuenz von a. 80-90% tryp-
siniert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS
−/−
gewashen
und mit 1 ml Trypsin/EDTA-Lösung (0,2% Trypsin in PBS
−/−
/EDTA) abgelöst. Die
Ablösung der Zellen wurde mikroskopish kontrolliert, um die optimale Einwirkzeit des
Trypsins festzustellen. Sobald die Zellen abgelöst waren, wurde die Reaktion durh Zuga-
be von 5-10 ml Medium gestoppt. Die Zellen wurden durh Auf-und Abpipettieren mit
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einer Pipette vollständig von der Kulturshale gelöst und in ein 15ml-Falon-Röhrhen
überführt. Anshlieÿend wurden die Zellen durh Zentrifugation (3 Minuten, 1 000 rpm,
Megafuge 1.0, Heraeus) pelletiert, das Medium entfernt, die Zellen in 5 ml Medium resus-
pendiert, ein Aliquot 1:200 verdünnt und im Coulter Counter gezählt. Danah wurde die
gewünshte Zellzahl auf einer neuen Kulturshale ausgesät.
3.5.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zellen, die eingefroren werden sollten, wurden, wie unter 3.1.2 beshrieben, von der Kultur-
shale abgelöst, zentrifugiert und anshlieÿend in vorgekühltem Medium mit 10% DMSO
resuspendiert. Je 1 ml wurde in ein Kryo-Röhrhen überführt und auf Eis gestellt. Nah
einigen Minuten auf Eis wurden die Kryo-Röhrhen in einer Styropor-Box langsam auf
-80 abgekühlt und konnten dann bei -80 oder in üssigem Stiksto gelagert werden.
Aufzutauende Zellen wurden im Kryo-Gefäÿ im Wasserbad bei 37 rash aufgetaut
und in der Sterilbank in ein 15 ml-Falon-Röhrhen überführt, in das 10 ml Medium
vorlegt wurden. Die Zellen wurden abzentrifugiert (3 Minuten, 1 000 rpm, Megafuge 1.0,
Heraeus), das Medium abgesaugt, die Zellen in 10 ml frishem Medium resuspendiert und
in einer 10 m-Zellkulturshale ausgesät.
3.5.4 Mykoplasmen-Test
Um eine Kontamination der verwendeten Zelllinien mit Mykoplasmen auszushlieÿen,
wurden in regelmäÿigen Abständen Kontrollen durhgeführt. Dazu wurden die Zellen alle
4-8 Wohen durh eine Färbung mit Bisbenzimid H33342 Fluorohrom überprüft. Nah-
dem die Zellen mindestens eine Wohe ohne Antibiotika kultiviert worden waren, wurden
sie auf Dekgläshen ausgesät. Am darauolgenden Tag wurden die Zellen gewashen, mit
4% PFA/PBS
−/−
15 Minuten xiert und anshlieÿend 10 Minuten mit 1 µg/ml Bisben-
zimid H3342 Fluorohrom in PBS
−/−
inkubiert. Danah wurden die Zellen mit PBS
−/−
gewashen und die Dekgläshen mit Mowiol auf Objektträgern eingedekt. Mykoplasmen-
freie Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop durh einen klarabgegrenzten Kern
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ohne zusätzlihes Muster kleiner blauer Pünkthen, das im Falle einer Kontamination auf-
tritt und die DNA der Bakterien anzeigt, identiziert. Für alle im Rahmen dieser Arbeit
durhgeführten Versuhe wurden ausshlieÿlih Kulturen ohne Mykoplasmen eingesetzt.
3.5.5 Transfektion eukaryontisher Zellen
Transfektion mit Kalziumphosphat
Am ersten Tag wurden Zellen in der gewünshten Dihte ausgesät. Am zweiten Tag folgte
die Transfektion: Je nah Zellzahl, die transziert werden sollte und je nah Gröÿe der
Kulturshale wurden 2-10 µg Plasmid-DNA (für 12-well-Shale bzw. 10 m-Kulturshale)
mit einer Ethanolpräzipitation (s. Abshnitt 3.1.14) gefällt, mit 70% Ethanol gewashen
und in der Sterilbank getroknet. Die getroknete DNA wurde in steril-ltriertem dH2O
gelöst (je nah DNA-Menge in 112,5 (2 µg) - 450 (10 µg) µl). Zur gelösten DNA wurde
1/9 Volumen 2,5 M CaCl2-Lösung pipettiert. Unter Shütteln des Eppendorfgefäÿes, be-
vorzugt mit Hilfe eines Vortex-Gerätes, wurden zum DNA-CaCl2-Gemish tropfenweise 1
Volumen 2x HBS-Puer (280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na2HPO4, ph 7,05 mit
NaOH, steril ltriert) hinzugefügt. Zur Bildung eines Kalziumphosphat-DNA-Präzipitats
wurde die Lösung 20-30 Minuten bei RT inkubiert und anshlieÿend vorsihtig auf die
Zellen pipettiert. Der Transfektionsansatz blieb bis zum nähsten Morgen auf den Zellen
und wurde dann durh frishes Kulturmedium ersetzt.
Transfektion mit GenePORTER-Reagenz
Die Transfektion mit GenePORTER-Reagenz beruht auf dem Prinzip der Lipofektion,
bei der die zu transzierenden Plasmide in Mizellen aus amphiphilen Molekülen einge-
shlossen werden und so von den Zellen aufgenommen werden. Das Plasmid wurde mit
einer Ethanol-Natriumaetat-Mishung gefällt (s. 3.2), mit 70% Ethanol gewashen und
in der Sterilbank getroknet. Die getroknete DNA wurde in 125 µl serum-freiem Medi-
um pro µg DNA gelöst. 5 µl GenePORTER-Reagenz pro µg DNA wurden in 125 µl
serum-freiem Medium pro µg DNA verdünnt. Anshlieÿend wurden die gelöste DNA und
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das verdünnte GenePORTER-Reagenz gemisht und 30 Minuten bei RT inkubiert. Das
Medium wurde von den Zellen abgesaugt, durh den DNA-GenePORTER-Mix ersetzt
und die Zellen für 3-5 Stunden bei 37 inkubiert. Nah Ablauf der Inkubationszeit wurde
1 Transfektions-Volumen Medium mit 20% FCS zu dem Mix auf die Zellen gegeben. 24
Stunden nah der Transfektion wurde das Transfektionsmedium gegen frishes Kulturme-
dium ausgetausht.
3.5.6 Etablierung stabil transzierter Zelllinien
Nah der Transfektion von Zellen mit einer der oben genannten Methoden wurden die
Zellen zuerst drei Tage mit normalem Kulturmedium inkubiert. Nah drei Tagen wurde
das Medium gegen Selektionsmedium mit G418 (Neomyin) ausgetausht und die Zel-
len 14 Tage inkubiert. Zellen, die aufgrund der Transfektion das Expressionsplasmid mit
dem Neomyin-Resistenzgen stabil in ihr Genom integriert hatten, überlebten den Selek-
tionsdruk und wuhsen klonal aus. Während der 14 Tage wurde das Selektionsmedium
jeden dritten Tag erneuert, zuletzt entfernt und die Zellklone mit PBS übershihtet.
Unter mikroskopisher Kontrolle wurden die Klone mit sterilen Pipettenspitzen gepikt
und einzeln in 48-well-Platten überführt in deren Vertiefungen Trypsin/EDTA vorgelegt
wurde. Sobald die Zellen durh das Trypsin vereinzelt waren, wurden die Zellen in Selekti-
onsmedium aufgenommen und in neue Vertiefungen überführt. Die Zellen wurden weiter
kultiviert und in gröÿere Kulturshalen umgesetzt sobald 80%ige Konuenz erreiht ist.
Kapitel 4
Ergebnisse
4.1 Taps - Sequenz und Proteasedomäne
Die kodierende DNA-Sequenz des murinen Taps, die in einem SSH-Ansatz gefunden
wurde, umfasst 1020 Basenpaare und kodiert für ein Protein von 339 Aminosäuren (Abb.
4.1). Das Protein verfügt über eine Domäne, die typish für retrovirale Aspartylproteasen,
wie z.B. die HIV-Protease, ist. Darüber hinaus konnte im rihtigen Leseraster ein zweiter
Translationsstart (Methionin 84) identiziert werden, der zur Bildung einer kleineren
Proteinvariante führt.
Zu Beginn dieser Doktorarbeit war Taps eine neue potentielle Aspartylprotease, zu
deren Lokalisation, Regulation und Funktion es nur sehr wenige Erkenntnisse gab. Die
funktionelle und biohemishe Charakterisierung von Taps stand daher im Mittelpunkt
dieser Dissertation.
4.2 Herstellung eines polyklonalen Taps-spezishen An-
tikörpers
Für die Charakterisierung der Taps-Expression in humanen und murinen epithelialen Ge-
weben war es unerlässlih, niht nur die mRNA von Taps mit Hilfe der in situ-Hybridisierung
60
KAPITEL 4. ERGEBNISSE 61
Abb. 4.1: Taps-Sequenz. Sequenz der murinen Taps-DNA mit dem oenen Leseraster von
1020 Basenpaaren. Das Leseraster kodiert für ein Protein von 339 Aminosäuren. Start- und
Stopkodon sind durh Fettdruk hervorgehoben. Das für retrovirale Aspartylproteasen typishe
Motiv ist durh rote Buhstaben gekennzeihnet (AS 207-218). Der Sequenzteil, der über den
SSH-Ansatz kloniert wurde, ist unterstrihen.
nahweisen zu können, sondern auh das Protein selbst. Aus diesem Grund wurden von
der Firma Eurogente (Seraing, Belgien) zwei polyklonale Kaninhen-Antikörper gene-
riert, die sowohl das humane als auh das murine Taps binden können. Für die Immu-
nisierung der Kaninhen wurden zwei Peptidsequenzen (LWEEVTDGDLDTL (AS 224
- 236, EP050131) und LEDEFDLELIEE (AS 319 - 330, EP050132), s. Abb. 4.2) ausge-
wählt, die bei Mensh und Maus zu 100% homolog sind. Beiden Kaninhen wurde dreimal
eine Mishung beider Peptide injiziert, um die Wahrsheinlihkeit für einen funktionellen
Antikörper zu erhöhen.
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Abb. 4.2: Multi-Alignment der bekannten Taps-Homologe. Die Aminosäuresequenzen
von Taps beim Menshen (hTaps), Shimpansen (Taps), bei der Maus (mTaps), der Ratte
(rTaps) und beim Rind (bTaps) wurden untereinander aufgelistet, um Homologien und gemein-
same Sequenzabshnitte zu verdeutlihen. Das shwarze Dreiek zeigt das zweite Startkodon
im rihtigen Leseraster, das in allen Spezies konserviert ist. Grüne Buhstaben zeigen die Ami-
nosäuren, die für das aktive Zentrum von Aspartylproteasen harakteristish sind. Die Peptid-
sequenzen, die genutzt wurden, um einen spezishen polyklonalen Antikörper gegen Taps zu
generieren, sind rot markiert.
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4.2.1 Spezität des Anti-Taps-Antikörpers in Western Blot- und
Immunuoreszenz-Analysen
Von der Firma Eurogente wurden Präimmunserum beider Kaninhen, Serum nah der
zweiten und dritten Injektion (Boost) und nah dem Ausbluten der Tiere geliefert. Zu-
sätzlih stand eine kleine Menge aufgereinigten Antikörpers und jeweils zwei Milligramm
der beiden Peptide zur Verfügung. Bevor das Serum, das den neu generierten Anti-Taps-
Antikörper enthalten sollte, für gezielte Expressionsanalysen eingesetzt werden konnte,
musste zunähst seine Spezität für das Taps-Protein sihergestellt werden.
Zur Beantwortung dieser Frage wurden HT1080-Zellen mit einem Expressionsplasmid
transient transziert, das für ein Taps-Protein mit C-terminalem My/His-tag kodiert.
Anitätshromatogrash aufgereinigte Zellextrakte und Zellkulturüberstände dieser Zel-
len wurden in einem SDS-Gel aufgetrennt, die Western Blot-Membran geteilt und je ein
Teil mit Präimmunserum, mit Serum nah dem zweiten Boost oder einem Anti-My-
Antikörper inkubiert. Auf der mit Präimmunserum inkubierten Membran wurden keine
Banden sihtbar (Abb. 4.3, links). Auf dem Teil des Blots, der mit dem zu prüfenden Anti-
Taps-Antiserum inkubiert wurde, wird im Überstand der transzierten Zellen (ÜS) eine
Bande sihtbar und im Extrakt drei Banden (Abb. 4.3, Mitte). Das gleihe Ergebnis wurde
mit dem Anti-My-Antikörper erzielt (Abb. 4.3, rehts). Der Vergleih beider Antikörper
mahte dabei deutlih, dass das Anti-Taps-Antiserum spezishe Banden erkennt, die in
Bezug auf das Molekulargewiht den vershiedenen Taps-Varianten entsprehen (vergl.
Abshnitt 4.8). Damit wurde nahgewiesen, dass sih im Serum der Kaninhen nah dem
zweiten Boost Antikörper benden, die spezish an Proteine aus Taps-transzierten Zel-
len binden, und die im Serum vor der ersten Peptidinjektion (Präimmunserum) noh niht
vorhanden waren. Dieser Versuh wurde ebenfalls mit dem zweiten zur Verfügung stehen-
den Serum durhgeführt, welhes jedoh im Western Blot mehr unspezishe Banden
sihtbar werden lieÿ. Aus diesem Grund wurde für alle weiteren Experimente das erste
getestete Serum verwendet.
Zum weiteren Nahweis der Spezität des Antikörpers wurden mehrere Peptidkompe-
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Abb. 4.3: Der Anti-Taps-Antikörper erkennt Taps-Protein imWestern Blot. In einem
Western Blot wurden Zellkulturüberstände (ÜS) und Zellextrakte (Extr) von Taps-transzierten
Zellen in mehreren Spuren aufgetragen. Je ein Teil des Blots wurde mit Präimmunserum, mit
Anti-Taps-Antiserum (jeweils 1:100 in Blokierungslösung) bzw. mit einem Anti-My-Antikörper
(1:2000 in Blokierungslösung) über Naht bei 4  inkubiert. Als Sekundärantikörper diente ein
HRP-gekoppelter Anti-Kaninhen- (1:2500, Präimmunserum und Antiserum) bzw. Anti-Maus-
Antikörper (1:2000, Anti-My).
titionsexperimente durhgeführt.
In einem Western Blot wurden Zellextrakte von transient transzierten HeLa-Zellen
(Leervektor und hTaps) aufgetragen. Eine Hälfte der Membran wurde mit dem neuen
Anti-Taps-Antikörper (gereinigt gegen das Peptid EP050132) inkubiert, die zweite Hälfte
wurde mit einer Mishung aus Anti-Taps-Antikörper und 100-fahem Übershuss an Pep-
tid EP050132 inkubiert (Abb. 4.4A). Für die Peptidkompetition wurden Antikörper und
Peptid 30 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert. Bei der Auswertung der beiden
Blot-Hälften wurden nah der Inkubation mit dem Anti-Taps-Antikörper in der Leer-
vektorkontrolle (Spur 1) keine spezishen Banden sihtbar, während in Spur 2 mehrere
Banden für die vershiedenen Taps-Varianten detektiert wurden. Im Vergleih hierzu war
mit der Mishung aus Anti-Taps-Antikörper und kompetitierendem Peptid die Stärke der
Signale in Extrakten der Taps-transzierten Zellen deutlih reduziert (Spur 4). Das Ex-
periment zeigt somit, dass durh Vorinkubation des Antikörpers mit einem Übershuss an
Taps-Peptid die Bindung des Antikörpers an Taps-Protein verhindert werden kann.
Um die spezishe Bindung des Antikörpers an Taps-Protein in Immunuoreszenz-
Analysen nahzuweisen, wurden zwei weitere Peptidkompetitionsexperimente durhge-
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Abb. 4.4: Der Anti-Taps-Antikörper erkennt spezish endogenes und rekombinan-
tes Taps. A Western Blot nah Inkubation mit Anti-Taps-Antikörper (1:100) allein (links,
Spuren 1 und 2) oder in Kombination mit dem Peptid EP050132 gegen das der Antikörper pro-
duziert wurde (rehts, Spuren 3 und 4). Das Peptid wurde im 100-fahen Übershuss eingesetzt.
Als Proben wurden Proteinextrakte von transient transzierten HeLa-Zellen nah anitätshro-
matograsher Aufreinigung (Spuren 1 und 3: Leervektor, Spuren 2 und 4: Taps) geladen. B Indi-
rekte Immunuoreszenz mit dem Anti-Taps-Antiserum (1:400) auf Paranshnitten eines Maus-
Papilloms ohne (links) oder mit kompetitierendem Peptid in zwei vershiedenen Konzentrationen:
im 50-fahen Übershuss gegenüber dem Taps-Antikörper (Mitte) oder im 100-fahen Übershuss
(rehts). Für die Peptidkompetition wurde der Antikörper 30 Minuten bei RT vorinkubiert. Als
Sekundärantikörper diente ein Cy3-gekoppelter Anti-Kaninhen-Antikörper (1:500, rotes Signal).
Die Shnitte wurden mit H33342 (1 µg/ml, blau) gegengefärbt, um die Zellkerne sihtbar zu ma-
hen. (Gröÿenmarker: 50 µm) C Indirekte Immunuoreszenz mit Anti-Taps-Antiserum (1:400)
bzw. Anti-Loririn-Antikörper (1:400) auf Paranshnitten eines Maus-Papilloms ohne (linke
Spalte) oder mit 100-fahem Peptidübershuss (rehte Spalte). Die Durhführung erfolgte wie
unter B beshrieben. (Gröÿenmarker: 25 µm)
führt. Der erste Ansatz sollte klären, ob der Anti-Taps-Antikörper an Taps-Protein in
Paranshnitten von epithelialen Gewebe binden kann und ob diese Bindung durh Vor-
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inkubation des Antikörpers mit einem Übershuss an Taps-Peptid gehemmt wird. Hier-
für wurde eine indirekte Immunuoreszenz-Analyse auf einem Papillom der Maushaut
durhgeführt, da eine starke Taps-Expression auf mRNA-Ebene für Papillome bereits
nahgewiesen werden konnte. Gewebeshnitte des Papilloms wurden entweder mit Anti-
Taps-Antikörper allein oder mit einer Mishung von Antikörper und Peptid EP050132
inkubiert, wobei das Peptid im 50-fahen bzw. 100-fahen Übershuss im Vergleih zur An-
tikörperkonzentration eingesetzt wurde. Nah der Inkubation mit einem Cy3-gekoppelten
Sekundärantikörper konnte auf dem nur mit Antikörper inkubierten Gewebeshnitt ein
deutlihes Signal (rote Fluoreszenz) für Taps detektiert werden, während das Signal bei
Inkubation mit Antikörper und Peptid stark reduziert (bei 50-fahem Peptidübershuss)
bzw. kaum noh detektierbar (bei 100-fahem Peptidübershuss) war (Abb. 4.4B). Eine
Peptidkompetition ist demzufolge auh in Immunuoreszenz-Analysen möglih und die
Ezienz der Kompetition steht in direktem Zusammenhang mit der Menge des eingesetz-
ten Peptids.
Das zweite Experiment sollte zeigen, ob das Peptid in der Kompetition spezish
die Bindung des Antikörpers an Taps hemmt oder ob es unspezish auh die Bindung
anderer Antikörper in der Immunuoreszenz-Analyse verhindert. Die hierzu durhgeführte
indirekte Immunuoreszenz-Analyse ergab, dass Taps und Loririn stark in dierenzierten
Stellen des Papilloms exprimiert werden. Nah Inkubation mit der Antikörper-Peptid-
Lösung ist das Signal für Taps stark reduziert, während für Loririn keine Verminderung
des Signals erkennbar wird (Abb. 4.4, rehte Spalte).
4.3 Expression von Taps-Protein in adultem
Mausgewebe
In situ-Hybridisierungen (ISH) hatten bereits ergeben, dass taps-mRNA suprabasal in
mehrshihtigen, unverhornten Epithelien, z.B. der Mundshleimhaut, der Zunge und dem
Ösophagus exprimiert wird. Es stellte sih nun die Frage, ob Taps-Protein ausshlieÿlih in
den Zellen nahgewiesen werden kann, die taps-mRNA exprimieren oder ob aufgrund der
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nahgewiesenen Sekretion [99℄ Taps zusätzlih an anderen Stellen im Gewebe lokalisiert
wird. Durh die Generierung eines Taps-spezishen Antikörpers (vergl. 4.2) konnte nun
die Proteinexpression von Taps und dessen Lokalisation im Gewebe bestimmt werden. Zu
diesem Zwek wurden indirekte Immunuoreszenz-Analysen auf Paranshnitten jener
adulten Mausgewebe durhgeführt, die bereits für die ISH-Experimente verwendet wur-
den. Dadurh konnte die Lokalisation von taps-mRNA und Taps-Protein direkt verglihen
werden.
4.3.1 Expression in normalem adultem Gewebe
PSfrag repla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Abb. 4.5: Expression von Taps mRNA und Protein in adultem Maus-Gewebe. In
situ-Hybridisierung mit einer
35
S-markierten anti-sense Probe (shwarzes Signal in A bis D)
und indirekte Immunuoreszenzanalyse mit einem Taps-spezishen Antiserum (1:400) in Kom-
bination mit einem Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper (1:500, rotes Signal in E bis H) zeigten
Taps-Expression in mehrshihtigen Epithelien der Zunge (A, E), des Ösophagus (B, F) und
des Vormagens (C, G). In einshihtigen Epithelien, z. B. im Kolon (D, H), konnte keine Taps-
Expression nahgewiesen werden. Die Gewebeshnitte wurden mit Hämatoxylin und Eosin oder
H33342 (1 µg/ml, blau) gegengefärbt. (Gröÿenmarker: 100 µm)
In Abbildung 4.5 sind die Ergebnisse beider Nahweise zusammengestellt: Als Beispiele
für die suprabasale Expression in mehrshihtigen Geweben sind die Zunge (A und E), der
Ösophagus (B und F) und der Vormagen (C und G) der Maus abgebildet. Das Kolon (D
und H) dient als Negativ-Beispiel: Hier und in anderen einshihtigen Epithelien (s. [99℄)
KAPITEL 4. ERGEBNISSE 68
wird Taps auf mRNA-Ebene kaum exprimiert. Die Analyse der Proteinexpression mit Hilfe
der indirekten Immunuoreszenz unter Verwendung des Taps-spezishen Antikörpers
belegte, dass das Taps-Protein in denselben Zell-Shihten (suprabasal, aber niht in den
obersten Shihten) lokalisiert ist wie die taps-mRNA. Darüber hinaus ergab die Analyse
der Proteinexpression in der Haut eine zusätzlihe Färbung in dierenzierten Zellen der
Talgdrüsen, die direkt in die Haarfollikel münden. Dieses Ergebnis konnte anshlieÿend
auh in den Proben der ISH für die mRNA-Expression bestätigt werden (Daten niht
gezeigt).
4.4 Expression von Taps-Protein nah TPA-Behandlung
und in Hauttumoren
4.4.1 Expression nah TPA-Behandlung
Taps wurde ursprünglih als Gen identiziert, dessen Expression nah TPA-Behandlung
der Maus-Rükenhaut stark induziert wird. Um herauszunden, wie rash nah einer TPA-
Behandlung die Induktion der Taps-Expression erfolgt, wurde eine Kinetik angefertigt, bei
der die Rükenhaut von Mäusen mit TPA behandelt und anshlieÿend zu den angegebenen
Zeitpunkten (unbehandelt, nah 1, 4, 6, 24 und 48 Stunden) für Gewebeshnitte präpariert
wurde. Zusätzlih wurde aus Hautproben der Zeitpunkte 0 (unbehandelt), 1, 4 und 6
Stunden nah der TPA-Behandlung Gesamt-RNA extrahiert. Mit dieser Gesamt-RNA
wurde ein Northern Blot mit einer
32
P-markierten Taps-spezishen Sonde durhgeführt.
Die Auswertung der Signale (Abb. 4.6A) zeigte, dass basal eine geringe Menge taps-mRNA
vorliegt und eine erhöhte Menge an taps-Transkript shon nah einer Stunde nahgewiesen
werden kann. Die Menge an taps-mRNA nahm bis mindestens sehs Stunden nah der
TPA-Behandlung stetig zu.
Auf den Gewebeshnitten wurde eine indirekte Immunuoreszenz mit dem Anti-Taps-
Antikörper und einem Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper (rote Fluoreszenz) durhge-
führt. Dabei wurde deutlih, dass in unbehandelter Haut nur eine sehr shwahe basale
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Abb. 4.6: Kinetik der Taps-Expression in der Maushaut nah TPA-Behandlung. Die
Rükenhaut der Mäuse wurde zu den angebenen Zeitpunkten nah der TPA-Behandlung prä-
pariert und entweder zur RNA-Präparation verwendet oder in Paraformaldehyd xiert und in
Paran eingebettet. A Ein Northern Blot mit Gesamt-RNA aus TPA-behandelter Rükenhaut
wurde mit einer
32
P-markierten Taps-spezishen Probe hybridisiert und das Signal durh Aue-
gen eines Röntgenlms sihtbar gemaht. Als Kontrolle der RNA-Qualität und -quantität diente
eine
32
P-markierte Probe gegen 18S-rRNA. Dieser Northern Blot wurde von Dr. U. Breitenbah
zur Verfügung gestellt. B Eine indirekte Immunuoreszenz-Analyse mit dem Taps-spezishen
polyklonalen Antiserum (1:400) wurde auf 6 µm diken Paranshnitten durhgeführt. Das Taps-
Protein wurde mit einem Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper (1:500, rot) sihtbar gemaht. Die
Kerne wurden mit H33342 (1 µg/ml, blau) gegengefärbt und die Bilder mit einem Fluoreszenz-
mikroskop aufgenommen. (Gröÿenmarker: 100 µm (groÿe Aufnahmen) bzw. 25 µm (Einsätze))
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Taps-Proteinmenge in einzelnen Keratinozyten, im Haarfollikel und in Talgdrüsen detek-
tiert werden kann. Sehs Stunden nah Behandlung war die Expression bereits deutlih
verstärkt, erreihte ihr Maximum a. 24 Stunden nah der Behandlung und nahm dann
wieder ab. 48 Stunden nah der Behandlung war die Taps-Proteinmenge shon fast wieder
auf die Intensität der unbehandelten Rükenhaut reduziert.
4.4.2 Expression in der Mehrstufenkarzinogenese der Maushaut
Taps ist niht nur ein TPA-induzierbares Gen in der Rükenhaut, sondern wird auh in Tu-
morproben der hemish induzierten Hautkarzinogenese der Maushaut stark exprimiert.
In benignen Tumorproben, den Papillomen, konnten in einer in situ-Hybridisierung starke
Signale für taps detektiert werden (Abb. 4.7A, oben links), in späten, malignen Stadien
der Karzinogenese, dem Plattenepithelkarzinom (PEK), exprimierten nur noh vereinzel-
te Tumorzellen im Bereih verhornter Einshlüsse (Hornperlen) taps (Abb. 4.7A, oben
rehts).
In einer quantitativen RT-PCR (RQ-PCR) wurden die Ergebnisse der ISH überprüft
und quantiziert. Für die Analyse der taps-mRNA-Mengen standen DNA-Proben von
normaler Rükenhaut (als Kontrolle) sowie von Papillomen und Plattenepithelkarzinomen
(PEK) zur Verfügung. Die quantitative RT-PCR ergab eine etwa aht-fahe Induktion der
taps-mRNA-Expression in Papillomen gegenüber normaler Rükenhaut, wohingegen im
PEK praktish keine Induktion im Vergleih zur unbehandelten Rükenhaut detektiert
werden konnte.
In einer indirekten Immunuoreszenz konnte das Expressionsmuster auf Proteinebene
bestätigt werden: In Papillomen und verhornten Bereihen von Plattenepithelkarzinomen
kann Taps detektiert werden. In undierenzierten und unverhornten Bereihen eines PEK
war jedoh keine Expression nahweisbar (Abb. 4.7A, mittlere und untere Reihe).
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Abb. 4.7: Taps-Expression in der Mehrstufenkarzinogenese. Aus normaler Rükenhaut
der Maus (Ko) sowie benignen (Pap) und malignen (PEK) Tumorproben, die über das Proto-
koll der hemish induzierten Mehrstufenkarzinogenese generiert wurden, wurde Gesamt-RNA
isoliert und DNA synthetisiert. A In situ-Hybridisierung mit einer
35
S-markierten anti-sense
Probe (shwarzes Signal, oberen Reihe) und indirekte Immunuoreszenz-Analysen mit einem
Taps-spezishen Antiserum (1:400) auf Gewebeshnitten eines Papilloms und eines gut dieren-
ziertem Plattenepithelkarzinoms (PEK, rotes Signal, mittlere Reihe) sowie eines dedierenzierten
malignen Tumors (unten rehts). Als Kontrolle wurde ein Gewebeshnitt eines Papilloms nur mit
dem Zweitantikörper (1:500) inkubiert (unten links). (Gröÿenmarker: 100 µm) B Die quantita-
tive RT-PCR wurde mit hprt als internem Standard durhgeführt. Die relative Taps-Expression
der normalen Rükenhaut wurde auf eins gesetzt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler
eines Experimentes wieder, das dreimal wiederholt wurde.
4.5 Taps-Expression in Keratinozyten-Zelllinien
Eine Analyse der Taps-Expression auf mRNA- und Proteinebene in vershiedenen Kerati-
nozyten-Zelllinien wurde durhgeführt um herauszunden, ob das spezishe Expressions-
muster, das für benigne und maligne Tumore identiziert werden konnte, auh in Kerati-
nozyten in vitro nahgewiesen werden kann. Darüber hinaus konnten durh diese Analyse
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Zelllinien identiziert werden, die aufgrund ihrer endogenen Taps-Expression für Expe-
rimente zur Funktion von Taps in vitro geeignet sind. Die analysierten Keratinozyten-
Zelllinien untersheiden sih in ihrer Morphologie unter Kulturbedingungen und ihrer
Fähigkeit, nah subkutaner Injektion in Naktmäuse benigne oder maligne Tumore zu bil-
den. Zur Verfügung standen Reb-Zellen (immortalisierte primäre Mauskeratinozyten),
sowie die beiden Zelllinien SP1 und 308, die zu benignen Tumoren führen. Keratinozyten
der Zelllinien PMK-R3 und 3P2 bilden maligne Tumore und die subkutane Injektion von
Zellen der Zelllinien Pea, PDV und CarB in Naktmäuse ruft maligne, metastasierende
Tumore hervor.
Für die quantitative RT-PCR (RQ-PCR) wurde RNA aus den Zelllinien präpariert,
DNA synthetisiert (von B. Kluky zur Verfügung gestellt) und eine RT-PCR mit taps-
spezishen Oligonukleotiden durhgeführt. Als interner Standard und Maÿ für Qualität
und Quantität der DNA diente eine gleihzeitig durhgeführte RT-PCR auf hprt (Abb.
4.8A). Das Ergebnis der RQ-PCR bestätigte, dass taps auf mRNA-Ebene vor allem in
den Zelllinien exprimiert wird, die nah Injektion in Naktmäuse zu benignen und ma-
lignen Tumoren führen (SP1 und 308(benigne), PMK-R3 und 3P2 (maligne)) und unter
normalen Kulturbedingungen noh eine epitheliale Morphologie aufweisen. In Zelllinien,
die in Naktmäusen aggressive, maligne Tumore bilden und in der Zellkultur eine eher
spindelförmige, Fibroblasten-ähnliheMorphologie haben (PDV und CarB) und primären,
immortalisierten Keratinozyten (Reb), konnten dagegen nur sehr geringe Mengen taps-
mRNA nahgewiesen werden.
Die Analyse der Proteinexpression im Western Blot mit dem Taps-spezishen An-
tikörper zeigte signikante Mengen an Taps-Protein in den Zelllinien 308, PMK-R3 und
3P2, während in den Zelllinien PDV und CarB nur sehr shwahe Signale für Taps detek-
tiert werden konnten (Abb. 4.8B).
4.5.1 Expression von Taps in humanen Hauttumoren
Um zu klären, ob die Ergebnisse aus der Mehrstufenkarzinogenese der Maushaut auh
auf humane Tumore übertragbar sind, wurden indirekte Immunuoreszenz-Analysen auf
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Abb. 4.8: Taps wird verstärkt in benignen Zelllinien exprimiert. Die ausgewählten
Maus-Keratinozytenzelllinien untersheiden sih in ihrem Potential, nah subkutaner Injektion in
Naktmäuse benigne oder maligne Tumore auszubilden. Aus diesen Zelllinien wurden Gesamt-
RNA und Zellextrakte präpariert. A Eine quantitative PCR auf taps mit hprt als internem
Standard wurde durhgeführt. Die Balken zeigen die Mittelwerte des Experiments, das im Drei-
fahansatz durhgeführt wurde. Der Standardfehler war so gering, dass Fehlerbalken bei der hier
verwendeten Skalierung niht mehr sihtbar sind. B Ein Western Blot mit dem polyklonalen
Anti-Taps-Antikörper (1:100) zeigt die Proteinexpression in den verwendeten Zelllinien. Dersel-
be Blot wurde auÿerdem mit einem polyklonalen anti-β-Aktin-Antikörper (1:2000) inkubiert, um
die Menge und Qualität der verwendeten Proteinextrakte zu bestimmen.
Proben von normaler, an Tumorgewebe grenzender Haut, von Keratoakanthomen und
Plattenepithelkarzinomen durhgeführt. Abbildung 4.9 zeigt, dass Taps in normaler Haut
in Keratinozyten des Stratum granulosum exprimiert wird und ein deutlihes Signal in den
verhornten Bereihen des Keratoakanthoms und des Plattenepithelkarzinoms sihtbar ist
(grüne Fluoreszenz). In unverhornten, dedierenzierten Arealen des PEK konnte jedoh
kein Taps nahgewiesen werden.
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Abb. 4.9: Expression von Taps im humanen Plattenepithelkarzinom. Indirekte
Immunuoreszenz-Analyse mit dem polyklonalen Anti-Taps-Antiserum (1:400) zeigte die Ex-
pression von Taps-Protein (grünes Signal) im Stratum granulosum der normalen Haut, die an
das Tumorgewebe angrenzt (A), im Keratoakanthom (B), sowie in verhornten (C), jedoh niht
in unverhornten Bereihen des Plattenepithelkarzinoms (D). Die Färbung wurde mit einem
Alexa488-gekoppelten Sekundärantikörper (1:500, grün) sihtbar gemaht und die Kerne mit
H33342 (1 µg/ml, blau) gegengefärbt. Die Bilder wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop auf-
genommen. (Gröÿenmarker: 100 µm.)
Um zu überprüfen, ob dieses Expressionsmuster von Taps (Abb. 4.9) allgemein gültig
ist, wurde die Expressionsanalyse auf eine gröÿere Anzahl von Tumoren ausgeweitet. Es
wurden zwei sogenannte Gewebe-Mikroarrays (TMAs) in einer immunhistohemishen
Analyse mit dem Anti-Taps-Antikörper verwendet, die Proben von 77 Plattenepithel-
karzinomen bzw. Gewebeproben normaler Haut (16 Proben), aktinisher Keratosen (32
Proben), von in situ-Karzinomen (26 Proben) und von Basaliomen (7 Proben) enthielten.
Die immunhistohemishe Färbung der TMAs mit dem Taps-spezishen Antikörper
ergab eine deutlihe Färbung dierenzierter Zellen der normalen Haut und der aktinishen
Keratose, die übrigen Zellen zeigten nur eine sehr geringe Färbung (Abb 4.10A; weitere
Daten niht gezeigt). Im Basaliom war keine spezishe Färbung für Taps in Tumora-
realen zu erkennen (Abb. 4.10B). Bei den Plattenepithelkarzinomen (PEK) konnte eine
starke Färbung verhornter Zellen im gut dierenzierten PEK (Abb. 4.10C) nahgewiesen
werden, während in der Tumorprobe des gering dierenzierten PEK keine spezishe Fär-
bung für Taps erkennbar war (Abb. 4.10D). Die hier abgebildeten Beispiele für die unter-
shiedlihen Tumorproben sind repräsentativ für alle auf den TMAs vorhandenen Proben
eines Tumortyps. Zusammenfassend bestätigen diese Daten, dass eine Taps-Expression
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Abb. 4.10: Expression von Taps in humanen prämalignen und malignen Läsionen der
Haut. Eine immunhistohemishe Analyse mit dem polyklonalen Anti-Taps-Antiserum zeigt die
Expression von Taps-Protein (dunkelbraunes Signal) im Stratum granulosum der aktinishen Ke-
ratose (A) und in verhornten Bereihen eines gut dierenzierten Plattenepithelkarzinoms (PEK)
(C). Im Basaliom (B) und in einem gering dierenzierten PEK (D) ist keine spezishe Färbung
nahweisbar. Die TMAs wurden nah der immunhistohemishen Färbung mit Hämatoxylin und
Eosin zur Visualisierung der Zellkerne und des Zytoplasmas gegengefärbt. (Gröÿenmarker: 50
µm.)
auf gut dierenzierte Bereihe der normalen Haut und jener Hautläsionen beshränkt ist,
bei denen noh eine Dierenzierung der Zellen stattndet. In gering bis undierenzier-
ten Bereihen eines PEK oder eines Basalioms kann keine Taps-Expression nahgewiesen
werden.
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4.6 Expression von Taps-Protein in niht-neoplastishen
Hautläsionen
Taps wird den bisherigen Erkenntnissen zufolge in dierenzierenden Zellen mehrshihti-
ger, unverhornter Epithelien, in der Haut und in benignen und malignen Tumoren expri-
miert, die noh dierenzierte Bereihe aufweisen.
Um die Hypothese zu überprüfen, dass die Expression von Taps in Hauttumoren Zei-
hen einer gestörten Dierenzierung und niht einer neoplastishen Transformation ist,
wurden niht-neoplastishe Hautläsionen, bei denen die terminale Dierenzierung gestört
ist, mittels Immunuoreszenz-Färbung auf Taps-Expression untersuht. Zu den untersuh-
ten Läsionen gehörten Psoriasis (Shuppenehte), Lihen ruber, Ekzem und aktinishe
Keratose. Von mehreren Proben jeden Typs wurden Gewebeshnitte (Paran, 10 µm)
hergestellt und zur histologishen Begutahtung mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt. Dar-
über hinaus wurden Immunuoreszenz-Färbungen mit dem Taps-spezishen Antikörper
und einem Cy3-gekoppelten (rot) Sekundärantikörper angefertigt. In allen Hautläsionen
zeigte sih eine starke Färbung in Keratinozyten des Stratum granulosum (Abb. 4.11B,
D, F, H; rote Fluoreszenz). Darüber hinaus konnte bei Psoriasis eine zusätzlihe Färbung
im Stratum orneum nahgewiesen werden (Abb. 4.11B).
Die Shlussfolgerung aus diesem Experiment ist, dass die Expression von Taps an die
Anwesenheit eines histologish erkennbaren Stratum granulosum gekoppelt ist.
4.7 Transkriptionelle Regulation der Taps-Expression
Die Expression von Taps wird nah Behandlung der Maushaut mit dem Tumorpromotor
TPA stark induziert (s. Abshnitt 4.4.1). Ein Transkriptionsfaktor, der maÿgeblih an der
Genexpression nah TPA-Behandlung beteiligt ist, ist AP-1 (s. Abshnitt 1.2.1).
Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob AP-1 auh an der transkriptionellen Regulati-
on der Taps-Expression nah TPA-Behandlung beteiligt ist, wurde Maus-Rükenhaut mit
Azeton (Ko), TPA oder einer Kombination aus TPA und Dexamethason (T+D) behan-
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Abb. 4.11: Expression von Taps in humanen Hautläsionen. Indirekte Immunuoreszenz-
Analyse mit dem polyklonalen Anti-Taps-Antiserum (1:400) zeigte die Expression von Taps-
Protein (rotes Signal) im Stratum granulosum in vershiedenen Hautläsionen wie Psoriasis (B),
Lihen ruber (D), im Ekzem (F) und in aktinisher Keratose (H). Die Kerne wurden mit H33342
gefärbt (1µg/ml, blaues Signal). Die HE-Färbungen (A, C, E und G) zeigen eine geringere
Vergröÿerung des entsprehenden Immunuoreszenzbildes. Die shwarzen Rehteke markieren
jeweils den Bereih, der in der Immunuoreszenz vergröÿert dargestellt ist. (Gröÿenmarker: 100
µm (HE), 50 µm (IF)).
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delt. Dexamethason ist ein synthetishes Glukokortikoid, das TPA-induzierte Hyperplasie
und Entzündungsreaktionen blokiert, indem es mit der Funktion von AP-1 aber auh
anderen Transkriptionsfaktoren interferiert [50℄,[62℄.
Die Behandlung der Maushaut mit Azeton führte niht zu einer Veränderung der ba-
salen Taps-Expression. Die Applikation von TPA und Dexamethason führte zu einer ver-
minderten Induktion von taps-mRNA im Vergleih zu einer Behandlung mit TPA allein,
was mittels eines Northern Blots gezeigt werden konnte (Abb. 4.12A, wt). Dieses Ergeb-
nis lieferte den ersten Hinweis darauf, dass AP-1 an der transkriptionellen Regulation der
taps-Expression beteiligt sein könnte. Um diese Annahme weiter zu untermauern, wurden
-Fos deziente Mäuse mit Azeton, TPA bzw. TPA und Dexamethason behandelt. Der
anshlieÿend durhgeführte Northern Blot mit RNA aus Rükenhaut dieser Mäuse ergab,
dass die basale taps Expression mit der Expression in Wildtyp-Mäusen vergleihbar war.
Eine Induktion der Expression in -Fos-dezienten Mäusen nah TPA-Behandlung konnte
jedoh niht nahgewiesen werden (Abb. 4.12A, fos
−/−
).
Diese Erkenntnisse zur mRNA-Expression wurden mit dem Taps-spezishen Antikör-
per und Gewebeshnitten der Rükenhaut in einer indirekten Immunuoreszenz-Färbung
auf Proteinebene veriziert. Abbildung 4.12B belegt, dass in -Fos-dezienten Mäusen
keine Induktion der Expression nah TPA-Behandlung stattndet, während bei Wildtyp-
Mäusen, die als Kontrolle dienten, eine deutlihe Induktion der Expression erkennbar ist
(vergl. Abb. 4.12B, TPA). Nah Applikation von TPA und Dexamethason konnte weder in
Wildtyp-Mäusen noh -Fos-dezienten Mäusen eine erhöhte Taps-Expression detektiert
werden.
Diese Ergebnisse belegen, dass -Fos ein AP-1-Mitglied ist, das an der transkriptionel-
len Regulation der Taps-Expression nah einem TPA-Stimulus beteiligt ist, jedoh keinen
Einuss auf die basale Taps-Expression hat. Dies konnte durh ISH-Analysen mit der
Taps-spezishen Probe auf Gewebeproben (Haut, Zunge, Ösophagus) von Wildtyp- und
-Fos-dezienten Mäusen bestätigt werden (Daten niht gezeigt).
Durh eine detaillierte Inspektion der Promotor-Region des taps-Gens konnte eine
in Mensh und Maus konservierte AP-1-Bindestelle (TRE-Motiv) identiziert werden.
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Abb. 4.12: Taps-Expression nah TPA-Behandlung ist -Fos-abhängig. Die Rüken-
haut von Wildtyp (wt) und -Fos-dezienten Mäusen (fos
−/−
) wurde mit Azeton (Kontrolle),
TPA oder TPA und Dexamethason (TPA + Dex) behandelt. Die Tiere wurden 6 Stunden nah
der Behandlung getötet und Hautproben zur RNA-Präparation und Northern Blot-Analyse ver-
wendet oder für Paranshnitte vorbereitet. A Für die Analyse der mRNA-Expression wurde
die Gesamt-RNA in einem Northern Blot mit einer
32
P-markierten Taps-spezishen Probe hy-
bridisiert. Als Kontrolle der RNA-Qualität und -quantität diente eine Hybridisierung mit einer
spezishen Probe gegen 18S-rRNA. Dieser Northern Blot wurde von Dr. U. Breitenbah zur
Verfügung gestellt. B Die Shnitte wurden einer indirekten Immunuoreszenz mit dem Taps-
spezishen Antiserum (1:400) und einem Cy3-gekoppelten Anti-Kaninhen-Sekundärantikörper
(1:500) unterzogen und mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Gegenfärbung der Zell-
kerne erfolgte mit H33342 (1µg/ml, blau). Der Gröÿenmarker entspriht 50 µm.
Im Taps-Promotor der Maus liegt diese potentielle Bindestelle 297 Basenpaare vor dem
Transkriptionsstart (Abb. 4.13 A).
Um festzustellen, ob AP-1-Dimere an das potentielle TRE-Motiv im Taps-Promotor
binden, wurde eine Proteinbindungs-Studie (Eletromobility Shift Assay (EMSA)) mit
Kernextrakten aus TPA- und kontrollbehandelten (- TPA) PMK-R3-Keratinozyten durh-
geführt. Für den Bindungsassay wurden vershiedene Oligomere verwendet: Ein Kontroll-
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TRE aus dem Promotor des murinen kollagenase-3 -Gens, das identizierte Taps-TRE,
ein mutiertes Taps-TRE (Mut-TRE) und als Kontrolle für die Qualität und Quantität
der Kernextrakte ein Oligomer mit der Bindungsstelle für das Ot1-Protein (Ot, 4.13B).
+− − + − +TPA− 297bp
TGAGTCA
ACTCAGT
5’
− +
5’ − AGCTGAATGTATGAGTCACCTTATC − 3’
3’ − CTTACATACTCAGTGGAATAGTCGA − 5’
5’ − AGCTGAATGTATGGCGCACCTTATC − 3’
3’ −  CTTACATACCGCGTGGAATAGTCGA − 5’
5’ − AGCTAAAGTGGTGACTCATCACTAT − 3’
 3’ − TTTCACCACTGAGTAGTGATATCGA − 5’
5’ − GCGGACCTGGGTAATTTGCATTTCTAAAAT − 3’
3’ − TGGACCCATTAAACGTAAAGATTTTAGGCG − 5’
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Abb. 4.13: JunB bindet an eine AP1-Bindestelle im Taps-Promotor. A Shematishe
Darstellung des murinen Taps-Promotors. Der Promotor enthält eine potentielle AP-1-Bindestelle
(TRE) 297 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart. B In vitro-Proteinbindungs-Assay mit
Kernextrakten aus kontroll(-)- und TPA(+)-behandelten PMK-R3-Zellen mit Oligonukleotiden,
die die potentielle AP-1-Bindestelle enthalten. Als Positivkontrolle für die Bildung der AP-1-
Komplexe dienten Oligonukleotide mit dem TRE aus dem Promotor des Maus-kollagenase-3 -
Gens, als Negativkontrolle dienten Oligonukleotide mit einem mutierten TRE im gleihen Kon-
text wie bei dem zu testenden TRE. C Supershift-Assay : Hierbei wurden die Kernextrakte vor
der Inkubation mit dem TRE-Primer aus dem murinen Taps-Promotor (s. B) mit spezishen
Antikörpern (α-Jun, α-JunB, α-JunD) gegen vershiedene AP-1-Untereinheiten 30 Minuten auf
Eis vorinkubiert.
Der durhgeführte EMSA bewies durh das Signal in den Spuren des Kontroll-TRE
(Ko-TRE) aus dem Promotor der humanen Kollagenase-3, dass bindungsfähige AP-1-
Komplexe in den Extrakten vorhanden waren und dass nah TPA-Behandlung eine deut-
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lihe Induktion der Bindungsaktivität auftritt. Ein vergleihbares Bild ergab sih mit dem
potentiellen TRE aus dem Taps-Promotor. Im Gegensatz dazu können an die mutierte
AP-1-Bindungsstelle tatsählih keine AP1-Komplexe mehr binden (Abb. 4.13B).
Das Ergebnis des EMSA unterstützt also die Hypothese, dass der Transkriptionsfaktor
AP-1 die TPA-induzierte transkriptionellen Regulation von Taps vermitteln kann. Um
einen Hinweis auf den Dimerisierungspartner von -Fos zu erhalten, wurden Supershift-
Assays mit Kernextrakten von TPA- bzw. kontroll-behandelten PMK-R3-Keratinozyten
in Anwesenheit von spezishen Antikörpern gegen Jun-Untereinheiten (-Jun, JunB und
JunD) durhgeführt. Die Bindung eines Antikörpers an den TRE-AP-1-Komplex bewirkt
dabei eine veränderte Wanderung des TRE-AP-1-Komplexes im Gel.
Mit dieser Methode konnte nahgewiesen werden, dass JunB im AP-1-Komplex am
Taps-TRE enthalten ist. Im Gegensatz dazu konnte eine Beteiligung von JunD oder -Jun
niht detektiert werden (Abb. 4.13C).
Somit sheint die TPA-induzierte Taps-Expression in Keratinozyten hauptsählih
über -Fos/JunB-Dimere vermittelt zu werden.
Für den Nahweis der Beteiligung von JunB an der TPA-induzierten Taps-Expression
in vivo wurden JunB
−/−
ubi-JunB-Mäuse [114, 115℄ verwendet. In dieser Mauslinie wird
die embryonale Letalität des JunB-knokouts durh die Expression eines JunB-Transgens
unter der Kontrolle des humanen Ubiquitin C-Promotors kompensiert. Im adulten Ge-
webe der Maus ist der Ubiquitin-Promotor in einigen Geweben, u.a. der Haut, fast voll-
ständig inaktiv, so dass diese Gewebe dann nur minimale JunB-Mengen aufweisen. Die
Rükenhaut dieser Mäuse wurde mit TPA behandelt, sehs Stunden nah der Applikation
präpariert, xiert und in Paran eingebettet.
In einer indirekten Immunuoreszenz-Analyse wurden Gewebeshnitte einer Wildtyp-
Maus (Azeton-behandelt und sehs Stunden nah TPA), einer -Fos-dezienten Maus
(sehs Stunden nah TPA) und der JunB
−/−
/ubiJunB-Maus (sehs Stunden nah TPA)
mit dem Taps-spezishen Antikörper inkubiert. Die Analyse der Färbungen zeigte er-
neut die geringe basale Taps-Expression in der Haut der unbehandelten Wildtyp-Maus
und die deutlihe Induktion der Taps-Expression nah Applikation von TPA (Abb. 4.14,
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Abb. 4.14: Taps-Expression nah TPA-Behandlung in Fos (fos
−/−
)- und JunB
(junB
−/−
ubi-JunB)-dezienten MäusenWildtyp (wt)-, -Fos-deziente (fos
−/−
) und JunB-
deziente (junB
−/−
ubi-JunB) Mäuse wurden mit TPA behandelt und die Rükenhaut 6 Stunden
nah der Behandlung präpariert. Die Haut wurde in Paran eingebettet und 6 µm-dike Ge-
webeshnitte hergestellt. Eine indirekte Immunuoreszenz-Färbung mit dem Taps-spezishen
Antiserum wurde durhgeführt wie in Abb. 4.6 beshrieben. Als Kontrolle diente die kontroll-
behandelte Rükenhaut einer Wildtyp-Maus. Der Gröÿenmarker entspriht 50 µm.
obere Reihe). Die Stärke des Immunuoreszenz-Signals in -Fos-dezienter Haut nah
TPA-Behandlung bestätigte die zuvor bereits beshriebene fehlende Induktion der Taps-
Expression in diesen Mäusen (s. Abb. 4.12). Abbildung 4.14 maht auh deutlih, dass in
JunB-dezienten Mäusen (JunB
−/−
/ubi-JunB) nah TPA-Behandlung keine Verstärkung
der Taps-Expression über das basale Niveau heraus erfolgt.
Dieses Experiment belegt, dass in vivo JunB neben -Fos an der TPA-induzierten
Taps-Expression in der Haut beteiligt ist.
4.8 Expression von Taps-Varianten
Taps wird in vershiedenen Varianten intra- und extrazellulär exprimiert [99℄, deren Ent-
stehung bisher ungeklärt war. Da das taps-Gen keine Introns enthält, konnte ausgeshlos-
sen werden, dass es sih um Spleiÿvarianten handelt. Es war ebenfalls bekannt, dass im
oenen Leseraster von taps ein zweiter potentieller Translationsstart vorhanden ist. Um
zu überprüfen, ob eine der detektierten Varianten durh Verwendung dieses alternati-
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ven Startkodons entsteht, wurde ein Expressionsplasmid kloniert, welhes das oene Le-
seraster von taps ab dem potentiellen zweiten Translationsstart enthält (hTaps∆ATG1).
Anshlieÿend wurden HT1080-Zellen transient mit den Vektoren pDNA3.1-hTaps und
pDNA3.1-hTaps∆ATG1 (Abb. 4.15 A) transziert. In beiden Vektoren ist das oene Le-
seraster für Taps an einen My/His-tag gekoppelt und steht unter der Kontrolle des viralen
CMV-Promotors. Als Kontrolle wurden HT1080-Zellen mit einem pDNA3.1-Leervektor
transziert.
Der Nahweis der Taps-Expression in HT1080-Zellen erfolgte durh Western Blot-
Analyse. Hierfür wurden Zellextrakte und Kulturüberstände der transzierten Zellen einer
Anitätshromatographie unterzogen, bei welher der an Taps gekoppelte Polyhistidin-
tag an Kobaltionen bindet, die an einen immobilisierten Chelator gebunden sind (Talon-
beads). Durh diese Anitätshromatographie konnte Taps über den His-tag aufgereinigt
und die vershiedenen Varianten im Western Blot über den My-tag mit Hilfe eines mo-
noklonalen Anti-My-Antikörpers nahgewiesen werden (Abb. 4.15B).
Der Western Blot zum Nahweis von Taps in Zellextrakten und Kulturüberständen
zeigte Taps-spezishe Banden in den Proben der mit pDNA3.1-hTaps und pDNA3.1-
hTaps∆ATG1 transzierten Zellen, niht jedoh in der Leervektor-Kontrolle. In den Zell-
extrakten konnten für hTaps drei spezishe Banden untershiedliher Gröÿe identiziert
werden, für hTaps∆ATG1 jedoh nur eine Bande (*). Ein Vergleih mit dem Gröÿen-
standard ergab für die gröÿte Bande ein Molekulargewiht von a. 49 kDa (hTaps49), für
die mittlere Bande ein Molekulargewiht von a. 43 kDa (hTaps43) und für die kleinste
Bande ein Gewiht von a. 37 kDa (hTaps37). Die kleinste Variante wurde als einzige in
den pDNA3.1-hTaps∆ATG1 transzierten Zellen detektiert. Im Überstand der hTaps-
transzierten Zellen konnten zwei Varianten nahgewiesen werden: Eine Bande von a. 47
kDa (hTaps47) und eine Bande von a. 37 kDa (hTaps37). Für hTaps∆ATG1 war auh
hier nur die Variante hTaps37 detektierbar (Abb. 4.15C).
Dieses Experiment bestätigte die Hypothese, dass Taps37 durh die Proteinsynthese
an einem alternativen Translationsstarts gebildet wird. Dies wurde zusätzlih bestätigt
durh Transfektionsexperimente mit einem Expressionsplasmid, in dem der zweite Trans-
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lationsstart im oenen Leseraster für taps mutiert wurde. Die damit transzierten Zellen
exprimieren keine hTaps37-Variante (B. Hartenstein, persönlihe Mitteilung).
In transienten Transfektionen von HeLa- und HEK293-Zellen mit den Konstrukten, die
das oene Leseraster für humanes bzw. murines Taps (hTaps bzw. mTaps) beinhalten,
konnten die Ergebnisse zur Taps-Expression in HT1080-Zellen überprüft und bestätigt
werden. Darüber hinaus konnten in diesen Epithelzellen zwei weitere Varianten von 28
kDa (Taps28) und 14 kDa (Taps14) Molekulargewiht detektiert werden. Dabei wurde
auÿerdem deutlih, dass in hTaps∆ATG1-transzierten Zellen präferentiell die Variante
Taps14 gebildet wird (Abb. 4.16).
4.9 Taps ist eine funktionelle Aspartylprotease
Aufgrund der bereits genannten Sequenzhomologie (vergl. Abshnitt 4.1) wurde vermutet,
dass Taps eine funktionelle Aspartylprotease sein könnte. Für andere eukaryontishe und
retrovirale Aspartylproteasen wie z.B. Cathepsin D und die HIV-Protease ist die Bildung
vershiedener Varianten durh Autoproteolyse beshrieben [20, 130℄. Aus diesem Grund
stellte sih die Frage, ob auh im Falle von Taps einige der genannten Proteinvarianten
durh Autoproteolyse entstehen.
Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine Taps-Mutante kloniert, bei der durh ge-
zielten Austaush der Aminosäure Aspartat im aktiven Zentrum der Protease eine pro-
teolytish inaktive Variante entsteht.
Zur Generierung einer proteolytish inaktiven Mutante von Taps wurde in einer PCR-
Reaktion aus der Sequenz für humanes Taps mit Oligonukleotiden (Primer) ein Fragment
ampliziert, bei dem durh die Wahl der Primer die Basensequenz durh den Austaush
zweier Basen verändert wurde. Das PCR-amplizierte Fragment ersetzte im pDNA3.1-
hTaps-Vektor den Teil der Sequenz, in dem der kodierende Bereih für das aktive Zen-
trum liegt. Der Austaush der beiden Basen führte bei Translation dieser mRNA zu ei-
nem Aminosäureaustaush im aktiven Zentrum: Aspartat wurde durh Asparagin ersetzt
(hTaps(D212N)) (s. Abb. 4.15B, unten).
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Abb. 4.15: HT1080-Fibrosarkomzellen exprimieren drei intrazelluläre und eine ex-
trazelluläre Variante von Taps. A HT1080-Zellen wurden mit drei vershiedenen Expres-
sionsplasmiden transziert: Einem Leervektor (pDNA3.1-My/His(C), oben), einem hTaps-
Vektor, der das oene Leseraster von Taps enthält (pDNA3.1-hTaps-My/His, Mitte) und ei-
nem hTaps∆ATG1-Vektor (pDNA3.1-hTaps∆ATG1-My/His, unten), dessen Leseraster erst
am zweiten Startkodon beginnt. B Die oberen beiden Shemazeihnungen zeigen die erwarteten
Proteinvarianten für hTaps und hTaps∆ATG1 mit der als grüne Box markierten Proteasedo-
mäne. Das untere Shema zeigt die proteolytish inaktive Taps-Mutante hTaps(D212N). Die
Kennzeihnung D212N markiert die Stelle des Aminosäureaustaushs von Aspartat zu As-
paragin. C Für den Western Blot wurden Zellextrakte und Kulturüberstände mit Talonbeads
inkubiert, um rekombinantes Taps anzureihern. Die Membran wurde mit einem monoklonalen
Anti-My-Antikörper (1:2000) inkubiert.
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Um herauszunden, ob die Mutante hTaps(D212N) proteolytish inaktiv ist, wur-
den HeLa-Zellen transient mit den Expressionsplasmiden für hTaps und hTaps(D212N)
(Abb. 4.15A und B) transziert. Als Kontrolle diente der pDNA3.1-Leervektor. Von den
transzierten Zellen wurden Extrakte hergestellt, die ebenso wie die Zellkulturüberstän-
de anitätshromatogrash aufgereinigt und im Western Blot analysiert wurden. Zur
Detektion diente hier der Anti-Taps-Antikörper (s. Abshnitt 4.2). Auf dem Blot wurden
durh den Antikörper in dem Extrakt und dem Überstand der hTaps-transzierten Zellen
alle bekannten Taps-Varianten detektiert. Im Extrakt der mit der Mutante hTaps(D212N)
transzierten Zellen konnten die Varianten hTaps49, hTaps43 und hTaps37, niht jedoh
die Variante hTaps28, nahgewiesen werden. Im Überstand dieser Zellen war ein starkes
Signal für hTaps47 und shwähere Signale für hTaps43 und hTaps37 detektierbar. Auh
hier konnte die hTaps28-Variante niht nahgewiesen werden (Abb. 4.16 A). Durh dieses
Experiment konnte also gezeigt werden, dass die proteolytish inaktive Taps-Mutante
hTaps(D212N) die hTaps28-Variante niht bilden kann. Demnah handelt es sih bei
Taps um eine funktionell aktive Aspartylprotease, deren Protein-Varianten hTaps28 und
hTaps14 durh Autoproteolyse entstehen können.
Taps muss, ähnlih den retroviralen Aspartylproteasen, dimerisieren, um eine funk-
tionsfähige Protease mit zwei Proteasedomänen im aktiven Zentrum zu bilden. Eine
solhe Dimerisierung von Taps konnte bereits mit mehreren säulenhromatograshen
Experimenten bestätigt werden ([99℄ und Daten niht gezeigt). Um herauszunden, ob
die Expression des mutierten Taps die autoproteolytishe Aktivität von Taps inhibieren
kann und damit dominant-negativ wirkt, wurden HEK293-Zellen transient mit Leervek-
tor alleine, Leervektor und hTaps(D212N), hTaps∆ATG1 alleine oder hTaps∆ATG1 und
hTaps(D212N) transziert. Eine solhe Hemmung wäre denkbar, wenn in der Zelle Dimere
aus mutiertem und funktionsfähigem Taps gebildet werden.
Im Western Blot mit anitätshromatogrash gereinigten Extrakten konnte in Zel-
len, die nur mit hTaps∆ATG1 transziert wurden, ein deutlihes Signal für die hTaps14-
Variante nahgewiesen werden. In Zellen, die mit einer Kombination aus hTaps∆ATG1
und der Mutante hTaps (D212N) (1:1) transziert wurden, ist hTaps14 kaum noh de-
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Abb. 4.16: Nahweis der Proteaseaktivität von Taps. AWestern Blot mit Proteinextrak-
ten und Überständen von transient transzierten HEK293-Zellen nah Talonbead-Inkubation.
Transziert wurden der Leervektor (1 und 4), hTaps (2 und 5) und hTaps(D212N) (3 und 6),
die Mutante, bei der das Aspartat in der Protease-Domäne des Proteins gegen Asparagin ausge-
tausht wurde. Die vershiedenen Taps-Varianten wurden mit dem Anti-Taps-Antikörper (1:100)
detektiert. B Western Blot mit Proteinextrakten von transient transzierten HEK293-Zellen.
Hier wurden der Leervektor oder der hTaps∆ATG1-Vektor jeweils alleine oder in Kombination
mit dem hTaps(D212N)-Vektor transziert. Die Extrakte wurden mit Talonbeads aufgereinigt
und die Taps-Varianten mit dem Anti-Taps-Antikörper (1:100) nahgewiesen.
tektierbar (Abb. 4.16B).
Dieses Experiment liefert den Nahweis dafür, dass es sih bei der hTaps(D212N)-
Mutante tatsählih um eine dominant-negative Mutante handelt.
4.10 Lokalisation von Taps-Protein in Epithelzellen
Aufshluss über die intrazelluläre Lokalisation von Taps und damit Hinweise auf eine mög-
lihe Funktion dieser Protease sollte ein hTaps-EGFP-Fusionsprotein liefern. Für dieses
Fusionsprotein wurde die kodierende Sequenz von hTaps in einen EGFP-Expressionsvektor
kloniert. In einem Pilotexperiment wurden HEK293-Zellen auf Dekgläshen ausgesät
und mit diesem Expressionsplasmid transziert. Als Kontrolle diente der Vektor pMSCV-
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IRES-EGFP, durh den EGFP allein in den Zellen exprimiert wird (Abb. 4.17). 72 Stun-
den nah der Transfektion wurden die Zellen mit Paraformaldehyd xiert und mit Mo-
wiol auf Objektträgern eingedekt. Die Analyse der Lokalisation erfolgte an einem Laser-
Sanning-Mikroskop. Hierbei konnte für hTaps-EGFP eine Lokalisation an der Zellmem-
bran und in intrazellulären Strukturen nahgewiesen werden. Im Nukleus konnte hingegen
kein Taps-EGFP-Signal detektiert werden. EGFP alleine war dius in der Zelle verteilt
und an keine spezielle zelluläre Struktur gebunden (Abb. 4.18A).
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Abb. 4.17: Taps-EGFP-Expressionsplasmide. Zur Analyse der intrazellulären Lokalisation
dienten Plasmide, über die ein Taps-EGFP-Fusionsprotein (hTaps-EGFP oder hTaps∆ATG1-
EGFP) exprimiert werden konnte. Als Kontrolle diente bei diesen Experimenten ein pMSCV-
IRES-EGFP-Vektor, bei dem EGFP (EGFP-Kontrolle) allein exprimiert wird.
Um die Identität der zellulären Struktur, in welher Taps intrazellulär lokalisiert
ist, zu analysieren, wurden Taps-EGFP-transzierte Zellen indirekten Immunuoreszenz-
Färbungen mit Antikörpern gegen vershiedene zelluläre Proteine, die spezish für be-
stimmte Kompartimente sind, unterzogen.
Die indirekten Immunuoreszenz-Analyse mit einem polyklonalen Antikörper gegen
die im Endoplasmatishen Retikulum (ER) lokalisierte Protein-Disuld-Isomerase (PDI)
und einem Cy3-gekoppelten Anti-Ziege-Sekundärantikörper lieÿ das ER als rotes Signal
im Fluoreszenzmikroskop sihtbar werden (Abb. 4.18B). Die Einzelaufnahmen der Im-
munuoreszenz auf PDI (a und d) und der Fluoreszenz von EGFP bzw. hTaps-EGFP
(b bzw. e) wurden elektronish übereinandergelegt ( und f). Das Ergebnis zeigt, dass
hTaps-EGFP im gleihen Kompartiment der Zelle, dem Endoplasmatishen Retikulum,
lokalisiert ist wie die Protein-Disuld-Isomerase. In der entsprehenden Aufnahme (f)
wird ein deutlihes gelbes Signal als Zeihen der Ko-Lokalisation in der Zelle erkennbar.
In kontroll-transzierten Zellen wird durh die elektronishe Überlagerung des grünen
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(EGFP) und des roten (PDI) Signals nur ein leiht diuses gelblihe Signal sihtbar, das
kein Zeihen einer Ko-Lokalisation ist. Für Marker gegen Mitohondrien- und lysosomale
Proteine konnte keine Ko-Lokalisation nahgewiesen werden (Daten niht gezeigt).
Taps ist demzufolge intrazellulär an der Zellmembran und im Endoplasmatishen Re-
tikulum lokalisiert.
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Abb. 4.18: Lokalisation von hTaps-EGFP in HEK293-Zellen. A In transient mit hTaps-
EGFP-Expressionsplasmiden transzierten HEK293-Zellen wurde die Lokalisation von EGFP
(links) bzw. hTaps-EGFP mit Hilfe eines Laser-Sanning-Mikroskops dokumentiert. (Gröÿen-
marker: 10 µm) B EGFP- bzw. hTaps-EGFP-exprimierende HEK293-Zellen (a- bzw. d-f) wur-
den in einer indirekten Immunuoreszenz-Analyse mit einem Antikörper gegen PDI (1:50) inku-
biert. Die Detektion von PDI erfolgte durh einen Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper (1:500)
(a bzw. d, rot). Die Lokalisation von EGFP bzw. hTaps-EGFP (grün) in denselben Zellen zeigen
die Bilder b und e, die Bilder  und f die Addition beider Fluoreszenzen. (Gröÿenmarker: 25
µm)
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4.11 Etablierung Taps-überexprimierender Mauskera-
tinozyten
Für funktionelle Untersuhungen zum Einuss einer Taps-Überexpression auf vershiedene
zellbiologishe Parameter wurde die Keratinozyten-ZelllinieMCA3D, die endogen nur sehr
wenig Taps exprimiert, stabil mit den Expressionsplasmiden für hTaps und hTaps∆ATG1
transziert.
Zur Herstellung konstitutiv Taps-exprimierender Keratinozyten wurden diese mit den
entsprehenden Expressionsvektoren (pDNA3.1-Leervektor, pDNA3.1-hTaps,
pDNA3.1-hTaps∆ATG1; Abb. 4.19A) transziert und anshlieÿend selektioniert. Nah
der Selektion wurden einzelne Klone etabliert und die stabile Integration der Plasmide
ins Genom über eine Southern Blot-Analyse überprüft (J. Hess, persönlihe Mitteilung).
In einer RT-PCR-Analyse wurden einzelne Klone auf ihre Expression des Taps-Kon-
strukts untersuht. In dieser Analyse konnte durh die Verwendung von Oligonukleotiden
für exogenes Taps nahgewiesen werden, dass alle verwendeten Klone mRNA für hTaps-
My/His bzw. hTaps∆ATG1-My/His exprimieren.
Jeweils zwei Zell-Klone, die im Western Blot die stärkste Taps-Expression gezeigt
hatten, wurden für Experimente verwendet, die den Einuss von Taps auf vershiedene
zelluläre Prozesse aufklären sollten.
4.12 Einuss der Taps-Expression auf zelluläre
Prozesse
Die durhgeführten Analysen der Proliferation und der Migration ergaben in Taps- so-
wie Taps∆ATG1-überexprimierenden Keratinozyten keinen Untershied im Vergleih zu
Leervektor-transzierten und Wildtyp-Zellen (Daten niht gezeigt). die Expression von
Taps hat demzufolge keine Auswirkung auf diese beiden zellbiologishen Parameter.
In logarithmish wahsenden Zellen konnte in den Taps-transzierten MCA3D-Kerati-
nozyten eine veränderte Morphologie der Zellen festgestellt werden. Kontrollzellen zeigten
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Abb. 4.19: Expression von Taps-mRNA in stabil transzierten MCA3D-
Mauskeratinozyten. A MCA3D-Keratinozyten wurden mit den Expressionsplasmiden für hu-
manes Taps (hTaps, oben) bzw. humanes Taps mit mutiertem erstem Startkodon (hTaps∆ATG1,
unten) transziert und durh Behandlung mit dem Antibiotikum G418 (Neomyin) auf die Zellen
selektioniert, die das Plasmid stabil in ihr Genom intergriert hatten. B RT-PCR auf DNA von
Wildtyp-MCA3D, sowie stabil hTaps- und hTaps∆ATG1-transzierte MCA3D-Keratinozyten.
Die PCR zeigt durh die Wahl der Oligonukleotide spezish die Expression von exogenem Taps
(hTaps tg).
eine ahe, epitheliale Morphologie und wuhsen als eine homogene Zellshiht mit zahl-
reihen Zell-Zell-Kontakten. Taps- und Taps∆ATG1-exprimierende Zellen hingegen waren
spindelförmig, bildeten weniger Zell-Zell-Kontakte zu benahbarten Zellen aus und wuh-
sen übereinander (Daten niht gezeigt). Eine Phalloidin-Färbung von 100% konuenten
Zellen verdeutlihte den Phänotyp Taps-exprimierender Zellen:Während Leervektor-trans-
zierte Zellen, die Konuenz erreihen, sehr diht gepakt nebeneinander auf dem Glasp-
lätthen wahsen und dabei immer kleiner werden (Abb. 4.20A), wahsen Taps-trans-
zierte Zellen über Nahbarzellen hinweg (Abb. 4.20D, G).
Dieser Phänotyp wurde in klonal wahsenden Zellen besonders deutlih. 72 Stunden
nah dem Aussäen der Zellen auf Dekgläshen wurden die Klone mit Paraformaldehyd -
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xiert und das Zytoskelett mit Alexa488-gekoppeltem Phalloidin sihtbar gemaht. Bei der
Auswertung im Fluoreszenzmikroskop war zu erkennen, dass Leervektor-transzierte Zel-
len in Kolonien wuhsen (Abb. 4.20B), in denen bereits mikroskopish ein enger Kontakt
zwishen Nahbarzellen sihtbar wurde. Taps-exprimierende Zellen dagegen bildeten in-
nerhalb eines Klons verstärkt Filopodien aus und entfernten sih von ihren Nahbarzellen
(Abb. 4.20E, H).
Der fehlende Kontakt zwishen Taps-exprimierenden Zellen könnte durh einen Defekt
in der Zelladhäsion, die durh E-adherin vermittelt wird, erklärt werden. Zur Analyse
der Zelladhäsion wurde auf denselben konuenten Zellen eine indirekte Immunuoreszenz-
Analyse mit einem polyklonalen Antikörper gegen E-adherin durhgeführt. In dieser
Färbung wurde in Kontroll-transzierten Keratinozyten E-adherin an der Zellmembran
detektiert (rote Fluoreszenz, Abb. 4.20 C). Im Gegensatz dazu ist E-adherin in Taps-
exprimierenden Keratinozyten in der überwiegenden Zahl der Zellen eher zytoplasma-
tish als membranständig lokalisiert (Abb. 4.20F, I). Dies legt den Shluss nahe, dass
in Taps- und Taps∆ATG1-exprimierenden Zellen die Zelladhäsion durh eine veränder-
te Lokalisation von E-adherin verringert ist. In allen bisher genannten Experimenten
war der beobahtete Eekt in Taps∆ATG1-exprimierenden Zellen etwas stärker als in
Taps-exprimierenden Keratinozyten, so dass für die nahfolgenden Analysen bevorzugt
Taps∆ATG1-exprimierende Klone verwendet wurden.
Die verringerte Menge an E-adherin in den Zellmembranen Taps-überexprimierender
Zellen warf die Frage auf, ob nur die Lokalisation von E-adherin an der Membran verän-
dert ist oder ob die Expression von Taps eine verminderte Bildung von E-adherin in den
Zellen bewirkt. Diese Frage konnte mit Hilfe einerWestern Blot-Analyse beantwortet wer-
den. Zellextrakte von Kontrollzellen (MCA3D wt), Leervektor-transzierten Zellen und
zwei Klonen, die hTaps∆ATG1 stabil überexprimierten, wurden elektrophoretish aufge-
trennt. Der Blot wurde anshlieÿend mit einem polyklonalen Anti-E-adherin-Antikörper
inkubiert. Auf der Höhe von 110 kDa wurde in Extrakten aus Taps-exprimierenden Zellen
eine etwa gleihe Menge an E-adherin detektiert (Abb. 4.21, obere dike Bande) wie in
Kontroll- und Leervektor-transzierten Zellen. Da die Zell-Zell-Adhäsion über E-adherin
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Abb. 4.20: Exogene Taps-Expression bewirkt ein verändertes klonales Wahstum
und verminderte E-adherin-Expression in den Zellmembranen. Taps-exprimierende
MCA3D-Keratinozyten wurden auf Dekgläshen ausgesät und einer Phalloidin-Färbung (A, B,
D, E, G und H, 1:40, grünes Signal) bzw. einer indirekten Immunuoreszenz-Färbung gegen
E-adherin (C, F und I, 1:200, rotes Signal) unterzogen. Die Detektion von E-adherin erfolgte
mit einem Cy3-gekoppelten Sekundärantikörper (1:500). Zur Visualisierung der Kerne wurden
die Zellen mit H33342 (1 µg/ml, blau) gegengefärbt. (Gröÿenmarker: 50 µm in den Bildern A,
D und G und 25 µm in den Bildern B-C, E-F und H-I.
auh von einer Bindung des E-adherin-Proteins an β-atenin abhängig ist, wurde die Ex-
pression dieses Proteins auf derselben Membran mit einem polyklonalen Anti-β-atenin-
Antikörper getestet. Auh die Expression von β-atenin war diesem Blot zufolge in den
Taps-exprimierenden Zellen gegenüber den Kontrollen niht verändert (Abb. 4.21).
4.13 Generierung einer Taps-transgenen Mauslinie
Wie in vorangegangenen Abshnitten (Abshnitte 4.3, 4.5.1, 4.6) bereits dargelegt wurde,
wird Taps endogen spezish in mehrshihtigen unverhornten Epithelien, Keratinozy-
ten der Haut, Haarfollikeln und Talgdrüsenzellen exprimiert. Die Expression konnte aus-
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Abb. 4.21: Die E-adherin-Gesamtmenge ist in Taps-transzierten Zellen unverän-
dert gegenüber Wildtyp-Zellen. Western Blot mit Proteinextrakten aus MCA3D-Wildtyp-
Zellen (MCA3D wt), Leervektor-transzierten Zellen und hTaps∆ATG1-überexprimierenden Zel-
len. Die Membran wurde mit polyklonalen Antikörpern gegen E-adherin (1:500), β-atenin
(1:500), und β-Aktin (1:2000) sowie dem monoklonalen Antikörper gegen My (1:2000) inku-
biert. Der Nahweis von β-Aktin diente hierbei als Maÿ für die Qualität und die Quantität der
Proteinextrakte.
shlieÿlih in suprabasalen Zellen nahgewiesen werden, was auf eine wihtige Funktion
in der terminalen Dierenzierung von Epithelzellen hindeutet. Um die Rolle von Taps
bei der Dierenzierung und Homöostase von Epithelien zu untersuhen, wurden Taps-
überexprimierende transgene Mauslinien generiert.
4.13.1 Ubiquitäre Überexpression von Taps
Zur Untersuhung der ektopishen Taps-Überexpression in der Maus, wurde zuerst der
Ansatz einer induzierbaren Überexpression gewählt, da niht ausgeshlossen werden konn-
te, dass Taps-Überexpression einen Einuss auf die Embryonalentwiklung der Maus hat.
Für diesen Transgenansatz wurde ein Konstrukt kloniert, bei dem die Expression eines
Taps-My/His-Fusionsproteins unter der Kontrolle des humanen Ubiquitin C-Promotors
(h-ubi C) steht (von B. Hartenstein zur Verfügung gestellt). Dieser Promotor wurde be-
reits früher erfolgreih für die Überexpression von JunB verwendet [114℄. In dem Transgen-
Konstrukt (ubi-laZ
fl/fl
-mTapsMy/His) liegt darüber hinaus ein von LoxP-Stellen an-
kiertes β-Galaktosidase-Gen mit einer Translations-STOP-Sequenz zwishen Promotor
und taps-Gen. Die Entfernung dieser Genkassette über die Cre-Rekombinase ist notwen-
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dig, um die transgene Taps-Expression zu ermöglihen (Abb. 4.22).
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Abb. 4.22: Ubiquitäre Überexpression von Taps durh den hUbiquitin C-Promotor.
In diesem induzierbaren Transgen-Konstrukt steht die Expression von Taps unter der Kontrolle
des humanen Ubiquitin C-Promotors (h-ubi C). Der taps-DNA-Sequenz (mTaps) voran geht
das Gen für β-Galaktosidase (LaZ), das von zwei LoxP-Stellen ankiert wird und ein Stop-
kodon beinhaltet. Bei der Rekombination des Lokus durh eine Cre-Rekombinase wird das β-
Galaktosidase-Gen inklusive des Stopkodons entfernt. Das Taps-Protein trägt nah Translation
dieses Konstrukts den My/His-tag, der eine Aufreinigung des Proteins über Talonbeads und
Detektion mit Hilfe des My-Antikörpers ermögliht.
Die Funktionsfähigkeit des Transgenkonstruktes wurde zunähst in Transfektionsex-
perimenten in Zellen überprüft. Die Expression des Taps-Transgens konnte dabei nur in
Zellen nahgewiesen werden, in denen das ubi-laZ
fl/fl
-mTaps und ein Cre-Rekombinase
Expressionsplasmid ko-transziert wurde. In Abwesenheit der Cre-Rekombinase war keine
Taps-Expression detektierbar (J. Hess, persönlihe Mitteilung). Nah dem erfolgreihen
Test des Transgenkonstruktes in der Zellkultur wurde das Konstrukt unter Mithilfe der
Transgeneinheit des DKFZ in die Vorkerne befruhteter Oozyten injiziert und zunähst
fünf ubi-LaZ
fl/fl
-mTaps-transgene C57/BL6-Mauslinien etabliert.
Herstellung der ubi-Taps Mauslinie
Die ubi-LaZ
fl/fl
-mTaps transgenen Tiere wurden mit Mäusen verpaart, die ein Transgen
für die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des viralen CMV-Promotors trugen. Gewe-
beproben von zahlreihen Organen wurden aus den daraus resultierenden Nahkommen
präpariert und zur Analyse der Taps-Transgenexpression auf mRNA- und Proteinebene
verwendet. Die Zuht der Mauslinien, bei deren Nahkommen keine Expression des Taps-
Transgens auf mRNA- und Proteinebene nahweisbar war, wurde eingestellt. In zwei der
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fünf Mauslinien konnte eine Expression des Transgens in mehreren Organen (v. a. Le-
ber und Gehirn) nahgewiesen werden (Daten niht gezeigt). Es wurde festgestellt, dass
die Anzahl Nahkommen bei transgenen und Wildtyp-Mäuse etwa gleih war und sowohl
transgene als auh Wildtyp-Tiere geboren wurden. Daher kann angenommen werden, das
die Aktivität des Ubiquitin-Promotors während der Embryonalentwiklung und die damit
einhergehende ubiquitäre Expression von Taps keinen Einuss auf die Entwiklung der
transgenen Mäuse hatte (Daten niht gezeigt). Daher wurden die Nahkommen einer Linie
ein zweites Mal mit Mäusen verpaart, die das Transgen für die Cre-Rekombinase besa-
ÿen, um eine Deletion der LaZ-Kassette in der Keimbahn zu erreihen. Die Nahkommen
dieser Zuht begründeten die sogenannte ubi-mTaps-Linie und zeigten die Expression des
Taps-Transgens selbst in der Abwesenheit der Cre-Rekombinase.
Mausentwiklung und Phänotyp
Gewebeshnitte zahlreiher Organe (u.a. Rükenhaut, Shwanzhaut, Gehirn, Leber, Nie-
re) der ubi-Taps-Linie sowie von Wildtyp- und ubi-LaZ
fl/fl
-mTaps-Kontrollen wurden
mit Hilfe von Hämatoxylin-Eosin(HE)-Färbungen auf histologishe Veränderungen unter-
suht. Hier konnte in keinem der analysierten Gewebe ein Eekt einer exogenen Taps-
Expression nahgewiesen werden (Abb. 4.23 und Daten niht gezeigt).
Hypergranulose-Phänotyp nah hronisher TPA-Behandlung
Da die Taps-transgenen Mäuse keine Veränderung in der Entwiklung der Haut zeigten,
wurde durh Behandlung mit TPA der Einuss eines Stress-Stimulus auf die Homöostase
der Rükenhaut untersuht. Für diesen Versuh wurde die Rükenhaut von transgenen und
Kontroll-Mäusen rasiert und anshlieÿend dreimal im Abstand von 48 Stunden 100 µM
TPA appliziert. 48 Stunden nah der dritten TPA-Behandlung wurden die Rükenhäute
präpariert, xiert und in Paran eingebettet. Gewebeshnitte von 6 µm Dike wurden
mit Hämatoxylin gefärbt und mikroskopish analysiert. Die Epidermis war sowohl bei
den Wildtyp-Mäusen als auh bei den Taps-transgenen Mäusen stark hyperplastish. Ein
wesentliher Untershied konnte jedoh in der Shihtung der hyperplastishen Epider-
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Abb. 4.23: Die histologishe Analyse der Rüken- und Shwanzhaut von Taps-
transgenen Tieren zeigt keine Untershiede zu ubi-LaZ
fl/fl
-Tieren. Für diese Analyse
wurden Paranshnitte von Rükenhaut und Shwanzhaut von Taps-transgenen (Taps tg) und
Kontrolltieren (/) mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt und in Entellan eingebettet. (Gröÿen-
marker: 25 µm)
mis festgestellt werden. Bei ubi-LaZ
fl/fl
-mTaps-Kontrollen bestanden von den Zelllagen
unterhalb des Stratum orneum 31% aus Keratinozyten des Stratum granulosum. Im Ver-
gleih dazu waren es bei den Taps-transgenen Mäusen 48% (Abb. 4.24).
Eine ubiquitäre Taps-Überexpression in der Epidermis führt nah Einwirken eines
Stress-Stimulus wie TPA demnah zu einer Verdikung des Stratum granulosum und somit
zur Ausbildung eines Hypergranulose-Phänotyps.
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Abb. 4.24: Taps-transgene Mäuse haben ein verdiktes Stratum granulosum nah
hronisher TPA-Behandlung. A Für die histologishe Analyse der hronish TPA-
behandelten Rükenhaut wurden Paranshnitte von Taps-transgenen (Taps) und Kontrolltieren
(/) mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt und in Entellan eingebettet.(Gröÿenmarker: 25 µm)
B Die Grak zeigt den Prozentsatz der Zelllagen in hyperplastisher Epidermis von Wildtyp
(/) und transgenen (Taps) Mäusen nah TPA-Behandlung an, der histologish zum Stratum
granulosum gehört. Hierfür wurden insgesamt 15 bzw. 16 Bilder der Epidermis von 4 bzw. 5
Mäusen ausgewertet. Die Fehlerbalken geben den jeweiligen Standardfehler an.
4.13.2 Etablierung einer Mauslinie mit gewebespezisher
Taps-Überexpression
Nahdem die ubiquitäre Überexpression von Taps zu einer veränderten Dierenzierung
der Maushaut führte, stellte sih nun die Frage, ob es sih dabei um einen zellautonomen
Phänotyp der Keratinozyten handelt oder ob er durh eine Wehselwirkung mit anderen
Taps-exprimierenden Zellen zustande kommt. Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine
Taps-transgene Mauslinie etabliert, die Taps spezish in basalen Keratinozyten der Haut
überexprimiert.
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Beshreibung und funktioneller Test der Transgenkonstrukte
Das Konstrukt, das zu diesem Zwek kloniert wurde, enthält die kodierende DNA-
Sequenz für murines Taps unter der Kontrolle des Rinder-Keratin 5-Promotors (Abb.
4.25). Das Konstrukt beinhaltet auÿerdem das β-Globin-Intron, was zu einer ezienteren
Transgenexpression beiträgt [14, 94℄, sowie den My/His-tag, der eine Aufreinigung des
transgenen Taps aus Proteinextrakten vershiedener epithelialer Gewebe mit Hilfe der
Ionenanitätshromatograe ermögliht (von B. Hartenstein zur Verfügung gestellt).
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Abb. 4.25: Transgen-Konstrukt zur gewebespezishen Überexpression von Taps.
Für die gewebespezishe Überexpression von Taps in Epithelien wurde ein Konstrukt kloniert, in
dem das oene Leseraster des murinen Taps unter der Kontrolle des Rinder-Keratin 5-Promotors
(bK5) steht. Die Taps-DNA besitzt in diesem Konstrukt ebenfalls den My/His-tag, so dass eine
Aufreinigung von Taps aus Proteinextrakten mit Talonbeads über den 6xHistidin-Rest und ein
Nahweis im Western Blot mit einem Anti-My-Antikörper weiterhin möglih ist. Das β-Globin-
Intron (β-Glo) dient der Verbesserung der Proteinexpression.
Die Funktionsfähigkeit des Transgen-Konstruktes wurde in Rinderepithelzellen getes-
tet (J. Hess, persönlihe Mitteilung), bevor eine Injektion der DNA in murine Oozyten
erfolgte.
Herstellung der bK5-Taps Mauslinie
Zur Herstellung der bK5-Taps Mauslinie wurde in Zusammenarbeit mit der Transgen-
einheit des DKFZ das Transgen-Konstrukt in befruhtete murine Eizellen injiziert und
diese Eizellen dann in die Gebärmütter sheinshwangerer NMRI-Mäuse eingesetzt. Die
daraus entstandenen Mäuse wurden in einer transgenspezishen PCR und mit Hilfe von
Southern Blots dahingehend untersuht, ob die DNA des Transgenkonstrukts in das Maus-
Genom intergriert worden war (Daten niht gezeigt). Diejenigen Mäuse, die in beiden
Analysen positiv für das Transgenkonstrukt getestet worden waren, wurden mit Wildtyp-
Mäusen verpaart, um anhand der Nahkommen festzustellen, ob das Transgen auh wei-
tervererbt wird. Nah dieser Selektion und dem Nahweis, dass die Tiere das Transgen
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auh auf Proteinebene exprimieren (J. Hess, persönlihe Mitteilung), konnte eine bK5-
Taps Mauslinie weitergezühtet werden, die Taps konstitutiv in Keratinozyten der Haut
exprimiert.
Mausentwiklung und Einuss exogener Taps-Expression auf die Homöostase
der Haut
Ein Vergleih der Zahlen für transgene und Wildtyp-Nahkommen dieser Linie bestätigte,
dass die Überexpression von Taps, wie bereits für die ubi-mTaps-Linie beshrieben, auh
in dieser Maus-Linie keinen Einuss auf die Embryonalentwiklung hat. Um den Einuss
der exogenen Taps-Expression auf die Homöostase der Haut zu analysieren, wurde die
Rükenhaut von Wildtyp (wt) und transgenen (tg) Mäusen an Tag 8, 10, 12 und 14 nah
der Geburt präpariert, xiert und in Paran eingebettet. Das Alter der Mäuse wurde so
gewählt, da in diesem Zeitfenster aus der Epidermis der neugeborenen Maus, die a. 4-5
Zelllagen umfasst, die typishe adulte, 1- bis 3-lagige Epidermis wird. In neugeborenen
Mäusen ist darüber hinaus die endogene Taps-Expression noh sehr hoh, während in
der adulten Haut die endogene Taps-Expression sehr niedrig ist (Daten niht gezeigt).
Es shien daher möglih, dass am Übergang von Neugeborenen-Haut zu adulter Haut
die Überexpression von Taps einen Eekt auf die Homöostase und Histologie der Epider-
mis zeigt. Gewebeshnitte der genannten Proben wurden anshlieÿend mit Hämatoxylin
und Eosin gefärbt, um etwaige Veränderungen der Histologie in Taps-transgenen Mäusen
gegenüber ihren Wildtyp-Geshwistern feststellen zu können.
Die mikroskopishe Analyse der HE-Färbungen ergab, dass die exogene Expression
von Taps in basalen Keratinozyten während der Entwiklung der adulten Maushaut niht
zu einer Veränderung der Histologie der Epidermis führt.
Da die Ergebnisse der Analysen der humanen und murinen Hautläsionen auf eine
Funktion von Taps in der Homöostase der Epidermis shlieÿen lieÿen, wurde in Wildtyp
und Taps-transgenen Mäusen vershiedenen Alters Histologie, Proliferation und Dieren-
zierung der epidermalen Keratinozyten mit indirekten Immunuoreszenz-Analysen auf
entsprehende Markerproteine analysiert. Ziel war es herauszunden, ob durh die Über-
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Abb. 4.26: Die exogene Taps-Expression in basalen Keratinozyten hat keinen
Einuss auf die Entwiklung der adulten Maushaut. Von Wildtyp (wt) und Taps-
überexprimierenden (tg) Mäusen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nah der Geburt die
Rükenhaut präpariert, xiert und in Paran eingebettet. Paranshnitte von 6 µm Dike wur-
den mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt, lihtmikroskopish begutahtet und dokumentiert. (Grö-
ÿenmarker: 25 µm.)
expression von Taps in basalen Keratinozyten Veränderungen in einem oder mehreren
dieser Parameter detektiert werden können und ob diese Veränderungen abhängig vom
Alter der transgenen Maus sind. Als Marker dienten PCNA (proliferating ell nulear an-
tigen), das nur in sih teilenden Zellen exprimiert wird, sowie Keratin 10 und Loririn als
Marker für suprabasale und terminal dierenzierende Keratinozyten. Hämatoxylin-Eosin
gefärbte Gewebeshnitte dienten der Beurteilung der Histologie.
Bei der Auswertung der Färbungen wurde deutlih, dass in der HE-Färbung zu keinem
Zeitpunkt deutlihe Untershiede zwishen transgener und Wildtyp-Epidermis detektiert
werden können. Bei den Färbungen auf PCNA, Loririn und Keratin 10 wurden keine
signikanten Untershiede sihtbar (Abb. 4.27). Die Homöostase der Epidermis Taps-
überexprimierender Mäuse untersheidet sih diesen Experimenten zufolge zu keinem der
untersuhten Zeitpunkte von der Homöostase der Haut bei Wildtyp-Mäusen oder den
transgenen Tieren der ubi-mTaps-Linie.
Hypergranulose nah hronisher TPA-Behandlung bei Taps-Überexpression
Die bisherigen Versuhe zur Charakterisierung der Taps-transgenen Mäuse zeigten keine
Untershiede in der Homöostase der Epidermis im Vergleih zu Wildtyp-Geshwistern.
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Abb. 4.27: Taps-Expression in basalen Keratinozyten hat keinen Einuss auf die Ho-
möostase der Maushaut. Die Rükenhaut von Wildtyp (wt) und Taps-überexprimierenden
(tg) Mäusen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten präpariert, in Paraformaldehyd xiert und in
Paran eingebettet. Gewebeshnitte (6 µm dik) der einzelnen Proben wurden mit Hämatoxy-
lin und Eosin gefärbt und lihtmikroskopish analysiert bzw. in indirekten Immunuoreszenz-
Analysen mit Antikörpern gegen PCNA (1:300), Loririn (1:400) oder Keratin 10 (1:250) in-
kubiert. Zur Visualisierung dienten Cy3 (Loririn und Keratin 10)- bzw. Alexa488 (PCNA)-
gekoppelte Sekundärantikörper (1:500). Die Bilder dieser Färbungen wurden mit einem Fluores-
zenzmikroskop aufgenommen. (Gröÿenmarker: 25 µm)
Bei ubiquitärer Taps-Überexpression wurde nah Behandlung der Rükenhaut mit TPA
eine deutlihe Hypergranulose in Taps-transgener Haut im Vergleih zu Kontrolltieren
sihtbar. Nun wurde auh bei transgenen Mäusen, die Taps unter der Kontrolle des Kera-
tin 5-Promotors spezish in Keratinozyten überexprimieren, die Reaktion der Epidermis
auf Behandlung mit TPA untersuht. Für dieses Experiment wurde die Rükenhaut von
transgenen und Wildtyp-Mäusen rasiert und anshlieÿend dreimal im Abstand von 48
Stunden mit 100 µM TPA behandelt. 48 Stunden nah der dritten TPA-Applikation wur-
den die Rükenhäute präpariert. Um herauszunden, ob in Taps-transgenen Mäusen nah
hronisher TPA-Behandlung gröÿere Mengen von Taps nahgewiesen werden können als
in Wildtyp-Tieren, wurde aus behandelter Haut RNA isoliert und DNA synthetisiert.
Das Ergebnis der durhgeführten RT-PCR-Analyse mit taps-spezishen Oligonukleoti-
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den zeigt, dass bei gleiher Menge eingesetzter DNA deutlih mehr Signal für taps in der
Haut der transgenen Maus nahgewiesen werden kann als in der Haut des Kontrolltieres
(Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Taps-mRNA-Expression nah TPA-Behandlung. Aus TPA-behandelter
Rükenhaut einer Taps-transgenen und einer Wildtyp-Maus wurde RNA isoliert und DNA syn-
thetisiert. Die RT-PCR-Analyse der Gesamt-Taps-Expression (transgen + endogen) zeigt, dass
in der transgenen Maus mehr taps exprimiert wird als in der Wildtyp-Kontrolle. Als Kontrolle
der DNA-Qualität und -Quantität diente eine PCR mit hprt-spezishen Oligonukleotiden.
Nah TPA-Behandlung ist die Transkription von Taps in den transgenen Mäusen also
deutlih stärker als in Wildtyp-Kontrollen, was darauf zurük geführt werden kann, dass
sowohl das endogene Taps als auh die Expression des Transgens unter der Kontrolle des
bK5-Promotors als Reaktion auf TPA induziert wird.
Chronish TPA-behandelte Rükenhaut wurde auÿerdem in Paraformaldehyd xiert,
in Paran eingebettet und für Gewebeshnitte verwendet. Eine Hämatoxylin-Eosin-Fär-
bung dieser Gewebeshnitte zeigte, dass die Rükenhaut bei TPA-behandelten Wildtyp-
und Taps-transgenen Mäusen im Vergleih zu unbehandelter Haut deutlih hyperplastish
war. In Taps-transgenen Tieren konnte auÿerdem eine veränderte Shihtung der hyper-
plastishen Haut festgestellt werden (Abb. 4.29A). Das Stratum granulosum nimmt in
transgenen Tieren einen Anteil von a. 51% der Zelllagen unterhalb des Stratum orneum
ein, in Wildtyp-Mäusen hingegen nur einen Anteil von a. 38% (Abb. 4.29 B).
Dieser Phänotyp und das Ergebnis der RT-PCR-Analyse weisen darauf hin, dass ein
Zusammenhang zwishen der Expression von Taps und der Homöostase der Epidermis
bestehen könnte.
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Abb. 4.29: Exogene Taps-Expression führt zu einer veränderten Histologie nah
TPA-Behandlung. A Die Rükenhaut von Wildtyp und Taps-transgenen Mäusen wurde ra-
siert, dreimal im Abstand von 48 Stunden mit TPA behandelt und 48 Stunden nah der letzten
Behandlung präpariert. Als Vergleih dient hier unbehandelte Maushaut. Die Haut wurde mit
Paraformaldehyd xiert und in Paran eingebettet. Die Gewebeshnitte (6 µm dik) wurden
mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt. Die Bilder wurden mit einem Lihtmikroskop aufgenom-
men. (Gröÿenmarker: 25 µm) B Die Grak zeigt den prozentualen Anteil, den das Stratum
granulosum an allen Zelllagen unterhalb des Stratum orneum in TPA-behandelter Haut ein-
nimmt. Ausgewertet wurden insgesamt 12 bzw. 15 Bilder (von 4 bzw. 6 Mäusen) von Wildtyp-
bzw. Taps-transgener Haut nah TPA-Behandlung. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler
über alle je Genotyp ausgewerteten Bilder.
Charakterisierung durh IF-Analysen
Die beshriebene Veränderung in der Homöostase der Epidermis nah TPA-Behandlung,
die in einer Verdikung des Stratum granulosum sihtbar wird, wurde durh Immunuores-
zenz-Färbungen mit Antikörpern gegen Proliferations- und Dierenzierungsmarker wie
PCNA (proliferating ell nulear antigen), Loririn, Keratin 6 und 10, sowie Filaggrin
weiter analysiert. Bei Taps-transgenen Tieren können durh die Färbung auf PCNA niht
signikant mehr proliferierende Zellen detektiert werden als bei Wildtyp-Tieren und die
Expression von Loririn ist niht verändert. Untershiede werden hingegen in den Färbun-
gen gegen Keratin 6, Keratin 10 und Filaggrin sihtbar: Die Anzahl Zellen, die Keratin
6 als Marker für eine Aktivierung nah einem Stress-Stimulus exprimieren, ist reduziert.
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Im Gegensatz dazu werden die Dierenzierungsmarker Keratin 10 und Filaggrin in mehr
Zellshihten bzw. verstärkt exprimiert (Abb. 4.30). Diese Ergebnisse unterstützen die Hy-
pothese, dass ein Zusammenhang zwishen der Taps-Expression und der Dierenzierung
von Keratinozyten besteht.
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Abb. 4.30: Exogene Taps-Expression in basalen Keratinozyten verändert die Dif-
ferenzierung nah TPA-Behandlung. Wildtyp (wt) und Taps-transgene (tg) Mäuse wur-
den rasiert und dreimal im Abstand von 48 Stunden mit TPA behandelt. 48 Stunden nah
der letzten Behandlung wurde die Rükenhaut präpariert, xiert und in Paran eingebettet.
Die Gewebeshnitte wurden entweder mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt oder einer indirekten
Immunuoreszenz-Färbung mit spezishen Antikörpern gegen Loririn (1:500), PCNA (1:300),
Keratin 6 (1:500), Keratin 10 (1:250) und Filaggrin (1:500) unterzogen. Die Visualisierung der
Immunuoreszenz-Signale erfolgte mit Cy3 (Loririn, Keratin 6, Keratin 10 und Filaggrin)- bzw.
Alexa488 (PCNA)-gekoppelten Sekundärantikörpern (1:500) und H33342 (1µg/ml) zur Färbung
der Zellkerne. Die Bilder wurden mit Hilfe eines Lihtmikroskops (HE-Färbung) bzw. eines Fluo-
reszenzmikroskops aufgenommen. (Gröÿenmarker: 25 µm.)
Kapitel 5
Diskussion
5.1 Taps - Expression in gesundem Gewebe
Taps wird auf mRNA-Ebene und Proteinebene in mehrshihtigen Epithelien exprimiert.
Die Expression ist auf einzelne Keratinozyten in der Epidermis als mehrshihtigem, ver-
horntem Epithel und auf Zellen im Haarfollikel beshränkt. In mehrshihtigen, unver-
hornten Epithelien wird Taps spezish in Zellen des Stratum intermedium transkribiert.
Im Thymus, einem lympho-epithelialen Gewebe, dessen Hassall-Körperhen aus Epithel-
zellen bestehen und vershiedene Markerproteine für Keratinozyten exprimieren, könnte
Taps ebenfalls nahgewiesen werden. Einen Hinweis darauf liefern RT-PCR-Analysen auf
Taps mit RNA aus dem Maus-Thymus. Diese Daten werden von den Expressionsanalysen
bei Matsui et al. bestätigt [82℄.
Darüber hinaus konnte eine Expression von Taps in Drüsenzellen nahgewiesen werden,
so dass Taps niht nur für die Funktion von Oberähenepithelien sondern auh von
Drüsenzellen wihtig zu sein sheint. Aufgrund der fehlenden Expression von Taps in der
Leber [82℄ ist jedoh eine Funktion in komplexen Drüsengeweben niht zu erwarten.
Das zeitlih und lokal eng begrenzte Auftreten der Taps-Expression in der Homöostase
mehrshihtiger Epithelien und nah TPA-Behandlung deutet auf eine kurze Halbwertszeit
von taps-mRNA und Protein hin. Die Behandlung der Haut mit dem Phorbolester TPA
führt rash zu Hyperplasie und Entzündungen durh die Imitation des Signaltransdukti-
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onsweges über Proteinkinase C und Diazylglyzerol [81℄ und induziert die Dierenzierung
von Keratinozyten. Hierbei übernehmen Proteine, deren Expression durh TPA reguliert
wird, eine wihtige Funktion in der Zellzykluskontrolle, der Zelladhäsion und der Die-
renzierung von epithelialen Zellen [5℄. Die Expression von Taps gleiht der Expression
vershiedener anerkannter Dierenzierungsmarker, die auf mRNA-Ebene alle streng auf
bestimmte Zelllagen begrenzt exprimiert werden. Die mRNAs der Keratine 5 und 14 wer-
den nur in Basalzellen, der Keratine 1 und 10 nur in Zellen des Stratum spinosum und
die mRNAs von Loririn und Filaggrin ausshlieÿlih im Stratum granulosum exprimiert,
wobei die Induktion eines Gens strikt an die Repression anderer Gene gekoppelt ist [28℄.
Taps kann demnah als weiterer Marker für terminal dierenzierende Epithelzellen gel-
ten, wobei die strikt begrenzte Lokalisation auf eine sehr spezishe Funktion von Taps
hindeutet.
5.2 Transkriptionelle Regulation der Taps-Expression
Die durhgeführten Experimente weisen darauf hin, dass Taps ein AP-1 Zielgen ist. Dafür
spriht, dass die TPA-induzierte Expression durh Dexamethason inhibiert werden kann,
sowie das Vorhandensein eines funktionellen TPA responsive element (TRE). Ein TRE
ist eine konservierte Sequenz, die häug in den Promotorregionen der Gene vorhanden
ist, die durh TPA induziert werden [1, 2℄. Proteinbindungsexperimente sowie Immun-
uoreszenzanalysen auf Gewebeshnitten identizierten -Fos/JunB-Heterodimere als die
AP-1-Komplexe, welhe die TPA-induzierte Taps-Expression regulieren. Die Regulation
der taps-Expression ähnelt daher der basalen Expression von Loririn, dessen Expression
ebenfalls durh ein -Fos/JunB-Heterodimer reguliert wird. Hier konnte auÿerdem gezeigt
werden, dass im loririn-Promotor ein negativ wirkendes Element lokalisiert ist, welhes
bewirkt, dass Loririn, wie Taps, spezish nur im Stratum granulosum exprimiert wird
[27℄. Welhe Basensequenz dieses negativ wirkende Element hat, ist bisher niht bekannt,
so dass kein Sequenzvergleih mit dem taps-Promotor durhgeführt wurde, über den ein
ähnlihes Motiv für die Regulation von Taps zu identiziert werden könnte.
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Im Gegensatz zur induzierten Expression von Taps in Keratinozyten der Epidermis
konnte bisher niht nahgewiesen werden, welhe Transkriptionsfaktoren die basale Ex-
pression von Taps in mehrshihtigen Epithelien regulieren. Es ist jedoh bekannt, dass die
korrekte lokale und zeitlihe Expression von Genen durh das Zusammenspiel bestimmter
Transkriptionsfaktoren, darunter Komplexen der AP-1-Familie, festgelegt wird [106℄. Die
basale Expression von Taps sheint unabhängig von -Fos zu sein, da in unbehandelten
-Fos-dezienten Mäusen keine Untershiede zu Wildtyp-Mäusen in der Taps-Expression
detektiert werden konnten. C-Fos wird in der Maushaut vor allem im Stratum basale und
nur sehr shwah in suprabasalen Zellshihten exprimiert [5℄. Eine Beteiligung an der
basalen Expression von Taps im Stratum granulosum ist daher eher unwahrsheinlih.
Ob JunB an der Regulation der basalen Expression von Taps beteiligt ist, konnte bis-
her niht abshlieÿend geklärt werden. Für eine solhe Regulation spriht jedoh, dass
die Expression von JunB im Stratum granulosum bei Maus und Mensh nahgewiesen
werden konnte [18, 108, 5℄. Im Gegensatz zur murinen Haut wäre in der humanen Haut
die basale Regulation der Taps-Expression durh -Fos und JunB denkbar, da hier beide
AP-1-Untereinheiten im Stratum granulosum exprimiert werden [5, 83℄.
5.3 Taps-Expression in pathologishen Veränderungen
der Haut
5.3.1 Taps in der Karzinogenese der Maushaut
Der Phorbolester TPA ist ein in Mausmodellen der Hautkarzinogenese verwendeter Tu-
morpromotor. Die unter der Einwirkung von TPA entstehenden Hauttumore umfassen
vor allem benigne Papillome, aber auh maligne Plattenepithelkarzinome. Von der Ana-
lyse der Gene, die in diesem mehrstugen Prozess dierentiell exprimiert werden, erhot
sih die biomedizinishe Forshung Einsihten in den Ablauf der Veränderungen, die für
den Weg einer normalen zu einer transformierten Zelle eines malignen Tumors harakte-
ristish sind [81, 138℄. Gene, die in vershiedenen Stadien der Karzinogenese dierentiell
KAPITEL 5. DISKUSSION 109
exprimiert werden, sind in diesem Zusammenhang besonders interessant als möglihe Ziele
diagnostisher oder therapeutisher Ansätze. Taps wird auf mRNA- und Proteinebene in
Hautproben aus Experimenten zur hemish induzierten Hautkarzinogenese, in Papillo-
men und malignen Plattenepithelkarzinomen ausshlieÿlih in verhornten und damit gut
dierenzierten Bereihen der Karzinome exprimiert. In gering dierenzierten Arealen des
Karzinoms kann keine Taps-Expression nahgewiesen werden. Diese Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass die Expression von Taps mit dem Prozess der terminalen Die-
renzierung der Haut und niht mit dem Prozess der Transformation der Keratinozyten
assoziiert ist und als Biomarker für maligne Progression dienen könnte. Dieses Ergeb-
nis wird weiterhin durh Experimente mit Keratinozyten-Zelllinien mit untershiedlih
tumorigenem Potential unterstützt.
5.3.2 Taps - ein neuer Biomarker für die maligne Progression?
Um herauszunden, ob das Expressionsmuster für Taps, das sih aus den in vitro-Experi-
menten und Tierversuhen ergab, für humane Gewebeproben ebenfalls Gültigkeit besitzt
und Taps damit als Biomarker relevant sein könnte, wurden die Analysen zur Taps-
Expression in vershiedenen Stadien der Tumorigenese u.a. mit Gewebe-Miroarrays in
immunhistohemishen Experimenten wiederholt. Hierbei wurde deutlih, dass die Taps-
Expression in humanen Tumorproben und Präkanzerosen exakt die gleihen Charakteris-
tika zeigt wie in murinen Proben. Die Expression von Taps kann suprabasal in gesunder
Haut im Stratum granulosum und in neoplastishen Läsionen ausshlieÿlih in Kerati-
nozyten in der unmittelbaren Umgebung verhornter Einshlüsse nahgewiesen werden.
In dedierenzierten Bereihen der Tumore wird kein Taps exprimiert. In Basaliomen,
die durh die unkontrollierte Proliferation basaler Keratinozyten entstehen, denen die
Fähigkeit zur terminalen Dierenzierung fehlt, kann keine spezishe Taps-Expression
nahgewiesen werden. Aus diesen Ergebnissen resultiert die Frage, ob der Verlust von
Taps kausal für die maligne Progression eines Tumors verantwortlih sein könnte. Ein
solher kausaler Zusammenhang wäre über die Repression der Taps-Expression aufgrund
epigenetisher Veränderung der DNA im taps-Gen oder -Promotor möglih. Epigeneti-
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she Veränderungen wie z.B. die Methylierung von Tumorsuppressorgenen wurden u.a.
für die Hautkarzinogenese bereits identiziert [40, 127℄. Erste Experimente mit 5'-Aza-
2'-desoxyytidin deuten darauf hin, dass die Expression von Taps durh Methylierung
der DNA in späten Stadien der Hautkarzinogenese reprimiert sein könnte. Im Gegensatz
dazu wäre ebenfalls denkbar, dass die Dedierenzierung von Tumorzellen während der
Progression die Konsequenz aus dem Verlust dierenzierender, Taps-exprimierender Ke-
ratinozyten ist. Alle bisherigen Ergebnisse stützen die Hypothese, dass die Expression von
Taps für die Dierenzierung von Keratinozyten und anderen Epithelzellen wihtig ist und
keine Rolle für die Transformation dieser Zellen spielt.
Um dieser Vermutung weiter nahzugehen, wurden Gewebeshnitte von Patienten mit
niht-neoplastishen Hautläsionen, die durh Hyperkeratose vershiedenen Shweregrades
gekennzeihnet sind, und von aktinisher Keratose als einer hyperkeratotishen Präkanze-
rose, die sih zu einem Plattenepithelkarzinom weiterentwikeln kann, auf die Expression
von Taps-Protein untersuht. Zu den untersuhten Hautläsionen zählen Ekzeme, die durh
Akanthose und Parakeratose gekennzeihnet sind und Lihen ruber, für den ein deutlih
verdiktes Stratum granulosum (Hypergranulose) und eine Degeneration der klaren Ab-
grenzung von Epidermis und Dermis durh die Basalzellshiht harakteristish ist. Taps
wird in allen diesen Läsionen im Stratum granulosum stark exprimiert, sofern dieses noh
vorhanden ist und niht aufgrund einer beshleunigten Dierenzierung unterhalb von pa-
rakeratotishen Arealen fehlt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der kürzlih er-
shienenen Publikation von Bernard et al., welhe die Identizierung der Skin Asparti
Protease (SASPase), die mit dem humanen Taps identish ist beshreibt [10℄. Bernard et
al. weisen in Psoriasis ebenfalls eine SASPase(Taps)-Expression im Stratum granulosum
sowie im Stratum orneum nah [10℄. In ulzerierender Epidermis konnte von Bernard et
al. eine Expression von SASPase ausshlieÿlih in intakter, an den Ulus angrenzender
Epidermis nahgewiesen werden. Im Bereih des Ulus, der einer niht-heilenden Wunde
entspriht und daher keine normale Dierenzierung zeigt, konnte keine Expression detek-
tiert werden. Auh diese Ergebnisse unterstützen die Interpretation, dass die Expression
von Taps eng mit der Dierenzierung der Epidermis assoziiert ist.
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5.4 Taps-Überexpression bewirkt die Ausbildung einer
Hypergranulose
Um die Funktion der Taps-Expression im Kontext eines komplexen Organismus zu un-
tersuhen, wurden Taps-überexprimierende Mäuse generiert, deren Analyse weder nah
ubiquitärer noh nah Epidermis-spezisher Taps-Überexpression einen Phänotyp ergab.
Die Überexpression von Taps hat demnah keinen Einuss auf die normale Entwiklung
oder Homöostase der Mausgewebe. Grund dafür könnte die hohe endogene Expression in
der Embryonalentwiklung und in mehrshihtigen Epithelien sein, die durh die Über-
expression des Transgens niht signikant gesteigert werden kann. Auh ein fehlender
Stimulus, der die Aktivierung von Taps und damit die Bildung des funktionellen Proteins
verhindert, könnte der Grund dafür sein, dass in unbehandelten Mäusen kein Phänotyp
auftritt. Nah TPA-Behandlung jedoh ist die Shihtung der Epidermis dahingehend
verändert, dass in der hyperplastishen Epidermis Taps-transgener Tiere im Vergleih
zu Kontroll-Geshwistern eine relative Verdikung des Stratum granulosum, eine Hyper-
granulose , auftritt. Diese zellautonome Reaktion der Keratinozyten könnte durh das
Übershreiten eines Shwellenwertes oder eine verstärkte Aktivierung von Taps aufgrund
des Stress-Stimulus erklärt werden. Eine Immunuoreszenz-Analyse der hyperplastishen
Haut nah TPA-Behandlung ergab, dass in Taps-transgenen Mäusen weniger Keratin
6-exprimierende Keratinozyten vorhanden sind als in der Haut von Kontrolltieren. Im
allgemeinen beinhaltet die Antwort eines Epithels auf eine physikalishe oder hemishe
Noxe wie TPA den Shutz vor weiterer Shädigung durh verstärkte Expression u.a. von
Keratin 6 [97℄, das ein Markerprotein für aktivierte und hyperproliferierende Keratinozy-
ten [123℄ ist. Zu dieser Reaktion auf eine Noxe sind nur epidermale Stammzellen, transient
amplifying ells und Keratinozyten in einem frühen Dierenzierungsstadium in der Lage.
Ein Keratinozyt, der auf aktivierende Signale niht mehr reagieren kann, hat unwiderruf-
lih den Weg der terminalen Dierenzierung eingeshlagen [87℄. Im Gegensatz dazu nden
sih in der Haut der transgenen Mäuse nah TPA-Behandlung deutlih mehr Keratin 10-
und Filaggrin-positive Keratinozyten. Keratinozyten, die bereits Pro-Filaggrin zu Filag-
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grin prozessieren können, sind in einem späten Stadium der Dierenzierung angekommen
[98℄. Durh die verstärkte Expression bzw. Aktivierung von Taps sind demnah mehr Ke-
ratinozyten der hyperplastishen Haut in einem späten Stadium der Dierenzierung und
können auf eine Noxe wie TPA niht mehr mit der Expression von Keratin 6 reagieren.
Der Hypergranulose-Phänotyp der Taps-überexprimierenden Mäuse nah TPA-Be-
handlung ist das genaue Gegenteil zum Phänotyp JunB-dezienter Mäuse nah TPA-
Applikation [38℄. Darüber hinaus ist bekannt, dass eine verminderte bzw. fehlende Ex-
pression von JunB bei Maus und Mensh mit der Entwiklung einer Psoriasis in Zusam-
menhang steht [140℄. Es wäre daher denkbar, dass die fehlende oder reduzierte JunB-
Expression bewirkt, dass kein Taps exprimiert wird und anshlieÿend aufgrund der ge-
störten Dierenzierung die typishen psoriatishen Papeln entstehen.
Durh Generierung einer Maus, die in der Epidermis dezient für JunB ist und Taps
überexprimiert, könnte untersuht werden, ob diese Annahme rihtig ist. Durh die Über-
expression von Taps könnte die gestörte Dierenzierung eventuell wieder normalisiert
werden und nah TPA-Behandlung könnte die verstärkte Dierenzierung durh die Über-
expression von Taps der typishen Hyperproliferation der JunB-dezienten Epidermis
entgegenwirken.
5.5 Taps - eine neue Aspartylprotease in der Dieren-
zierung mehrshihtiger Epithelien
Nah der Identizierung des Expressionsprols und der transkriptionellen Regulation von
Taps nah TPA-Behandlung stellte sih die Frage, wie die proteolytishe Aktivität von
Taps reguliert ist und welhe Substrate von Taps prozessiert werden.
5.5.1 Autoproteolyse und Lokalisation von Taps
Lange Zeit wurde angenommen, das Proteasen ausshlieÿlih für die intralysosomale De-
gradation verantwortlih sind. Heute ist bekannt, dass die Regulation der Aktivität proteo-
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lytish aktiver Enzyme essentiell für die Homöostase von Zellen und Geweben ist [139, 25℄.
Typish für alle zellulären, bakteriellen und viralen proteolytishen Enzyme ist ihre
Synthese als inaktive Vorstufen (Zymogene), um ungewollten Proteinabbau zu verhindern
[65℄. Die Aktivierung der Zymogene erfolgt durh limitierte Proteolyse eines Aktivierungs-
segments innerhalb eines bestimmten zellulären Kompartiments oder in einem speziellen
extrazellulären Milieu. Die Aktivierung erfolgt entweder autoproteolytish, z.B. nah einer
Veränderung des pH-Wertes, oder durh andere Proteasen bzw. akzessorishe Moleküle.
Viele Zymogene verfügen über einen N-terminalen Abshnitt, der die Bindung eines Sub-
strates verhindert und entfernt werden muss, um die Prozessierung des Substrates zu
ermöglihen [65℄.
Taps ähnelt aufgrund seiner Aminosäuresequenz retroviralen Aspartylproteasen und
wird als Vorstufe synthetisiert, wie durh die Arbeiten von Bernard et al. und Matsui et
al. bestätigt wird [10, 82℄. Die bisher durhgeführten Experimente weisen darauf hin, dass
Taps in mehreren intrazellulären Varianten exprimiert wird, die durh posttranslationale
Modikationen, ein alternatives Startkodon bzw. durh autoproteolytishe Prozessierung
gebildet werden. Alle diese Taps-Varianten enthalten die Aspartylprotease-Domäne. Ber-
nard et al. beshreiben ausshlieÿlih die Varianten, die durh Autoproteolyse entstehen
und geben an, keine anderen Varianten detektiert zu haben [10℄.
Durh die Klonierung einer Taps-Mutante, bei der das Aspartat in der proteolyti-
shen Domäne gegen Asparagin (D212N) ausgetausht wurde, wurde nahgewiesen, dass
Taps tatsählih eine funktionelle Aspartylprotease ist und die Mutante bei Überexpres-
sion in Zellen eine dominant-negative Wirkung hat. Eine erfolgreihe Inaktivierung der
Aspartylprotease-Domäne durh Austaush des Aspartats gegen eine andere Aminosäu-
re wurde zuvor bereits für Pepsinogen, die HIV-Protease und Cathepsin D beshrieben
[76, 68, 116, 133, 46℄. Eine Autoproteolyse von SASPase (Taps) konnte von Bernard et al.
und Matsui et al. ebenfalls festgestellt und durh Mutation des Aspartats in der proteoly-
tishen Domäne zu Alanin (D212A/D212A) oder Glutamat (D212E) bzw. durh Zugabe
des HIV-Protease-Inhibitors Indinavir inhibiert werden [10, 82℄.
Kenntnisse aus Zellkulturexperimenten mit transzierten Zellen belegen, dass es niht
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nur intrazelluläre Varianten sondern auh sezernierte Varianten von Taps gibt. In Studi-
en der intrazellulären Lokalisation mit Hilfe von Taps-EGFP-Fusionsproteinen und Im-
munuoreszenzen gegen Markerproteine für bestimmte zelluläre Kompartimente wird die
Lokalisation von Taps in der Zellmembran und im Endoplasmatishen Retikulum deut-
lih, die durh eine potentielle Transmembrandomäne im N-Terminus des Taps-Zymogens
hervorgerufen werden könnte. Diese Lokalisation von Taps deutet darauf hin, dass einige
Taps-Varianten über den sekretorishen Pfad vom Endoplasmatishen Retikulum über
den Golgi-Apparat in die Auÿenmembran der Zelle transportiert werden. Da Taps niht
über ein typishes Sequenzmotiv für den sekretorishen Pathway verfügt und es in der
Epidermis hauptsählih im Stratum granulosum lokalisiert ist, wäre auh eine Sezernie-
rung über Granula (lamellar granules) möglih, für die eine besondere Regulation der
Beladung und Sezernierung diskutiert wird [92, 93, 59℄.
5.5.2 Welhe Substrate vermitteln die Funktion von Taps in vivo?
Bisher wurden nur Casein und Insulin als in vitro-Substrate von Taps beshrieben. Mit
Hilfe dieser Proteine wurde von Bernard et al. der Nahweis geführt, dass rekombinante
SASPase (Taps) aus Bakterien eine funktionelle Aspartylprotease ist [10℄. Es ist jedoh
aufgrund des Expressionsmusters in vivo anzunehmen, dass diese beiden Proteine in vivo
keine Substrate für Taps darstellen. Daher stellt sih die Frage, welhe Substrate durh
Taps bei der Dierenzierung von Epithelien prozessiert werden.
Taps beeinusst die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten
Zell-Zell-Kontakte übernehmen in der Epidermis wihtige Funktionen: Sie verbinden epi-
theliale Zellen miteinander und die Keratinlamente mit der Zelloberähe. Zell-Zell-
Kontakte werden durh desmosomale Cadherine wie Desmoglein und Desmoollin, aber
auh durh E- und P-adherin ausgebildet. Fehlt in epithelialen Zellen das E-adherin, so
bilden sih keine adherens juntions und die Zellen zeigen eine mesenhymale Morpholo-
gie ([23℄ und darin genannte Referenzen). Dieser Eekt wird auh bei Taps-transzierten
Keratinozyten beobahtet. Hier ist zwar die Menge an E-adherin in der Zelle im Ver-
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gleih zu Kontrollzellen niht reduziert, es ist jedoh niht in der Zellmembran lokalisiert
und kann daher niht zur Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten dienen. Die fehlenden Zell-
kontakte führen zu der beobahteten Fibroblasten-ähnlihen Morphologie. Taps könnte
demnah in dierenzierenden Keratinozyten der Epithelien und der Epidermis bewirken,
dass nah dem Abbau der Corneodesmosomen kein neues E-adherin in die Membran
eingebaut wird und die Hornshuppen einzeln abgeshilfert werden können.
Proteasen und epidermale Dierenzierung
Die Verhornung der Epidermis benötigt die massive Aktivierung epidermaler Proteasen.
Diese Proteasen bewirken mindestens drei Prozesse der Hautdierenzierung [17℄:
1. Prozessierung der Pro-Formen vershiedener Proteine des ornied envelope.
2. Proteolytisher Abbau von Nuklei und Mitohondrien der Keratinozyten.
3. Abbau der Corneodesmosomen für die Abshilferung der Hornshuppen (Desqua-
minierung).
Zu den Proteasen, die bekanntermaÿen an der Dierenzierung der Epidermis betei-
ligt sind, gehören Calpain, das Transglutaminase 1 aktiviert [66℄ und Pro-Filaggrin zu
Filaggrin prozessiert [104℄, die Cathepsine C [124℄, L [122℄ und D [52℄ sowie Caspase-14
[126℄. Dies sind Beispiele für Proteasen, die am Übergang vom Stratum granulosum zum
Stratum orneum aktiv sind.
Cathepsin D ist hierbei ein Beispiel für eine Aspartylprotease, die eine Rolle in der
Dierenzierung der Epidermis spielt. Cathepsin D wird im Stratum granulosum proteo-
lytish prozessiert, aktiviert dadurh Transglutaminase 1 und trägt so zur Bildung des
ornied envelope bei [89, 53℄. Zahlreihe weitere Proteasen und Nukleasen sind in der
Übergangszone vom Stratum granulosum zum Stratum orneum aktiv [52, 61℄.
In diesem Zusammenhang spielt vermutlih auh Taps eine Rolle. Bisher konnte jedoh
weder ein Protein, das die Aktivität von Taps steuert, noh Substrate, die von Taps
prozessiert werden, identiziert werden.
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Potentielle Substrate von Taps
Ein möglihes Substrat von Taps in vivo könnte Transglutaminase 3 (TG3) sein, die in
Haarfollikeln und terminal dierenzierenden Keratinozyten exprimiert wird. Die Protease,
die TG3 prozessiert und damit aktiviert, ist bisher niht bekannt. Hinweise darauf, dass
Taps an der Bildung des ornied envelope durh die Aktivierung von Transglutaminase
3 beteiligt sein könnte, nden sih in einer kürzlih ershienenen Publikation von Matsui
et al. [82℄. Die darin beshriebenen mSASPase (= Taps)-dezienten Mäuse zeigen als
einzigen Phänotyp eine verstärkte epidermale Faltenbildung, die durh Wassermangel der
Epidermis hervorgerufen werden könnte. Dieser Wassermangel könnte eventuell durh eine
fehlende Aktivierung der Transglutaminase in Taps-dezienten Mäusen bedingt sein. Die
Generierung von Mäusen, die induzierbar die dominant-negative Taps(D212N)-Mutante
überexprimieren, könnte Aufshluss darüber geben, ob die proteolytishe Aktivität von
Taps für den von Matsui et al. beobahteten Phänotyp verantwortlih ist. Darüber hinaus
könnte in vitro die Prozessierung von TG3 in An- bzw. Abwesenheit einer Taps-Expression
analysiert werden.
Ein weiteres möglihes Substrat ist Caspase-14. Diese Caspase wurde 1998 entdekt
[126, 55℄. Caspasen werden als Teile der proteolytishen Kaskade, die zur Apoptose ei-
ner Zelle führt, proteolytish aktiviert [24℄. Caspase-14 wird jedoh nah Einwirken eines
apoptotishen Stimulus wie TNF oder Zykloheximid niht prozessiert, so dass sie oen-
bar niht Teil der klassishen apoptotishen Signalkaskade ist [77, 78℄. Die Expression
von Caspase-14 konnte bisher vor allem suprabasal in dierenzierten Keratinozyten des
Stratum granulosum [32, 31℄, in der inneren und äuÿeren Haarwurzelsheide, in Talg-
drüsen und in Hassall-Körperhen des Thymus nahgewiesen werden [78℄ und stimmt
daher im Expressionsmuster mit Taps überein. In epithelialen Tumoren, wie z.B. Lungen-
epithelkarzinomen und im Zervixkarzinom, wird Caspase-14 wie Taps ausshlieÿlih in
dierenzierten Zellen exprimiert [67℄. Fisher et al. postulieren Caspase-14 als Marker für
eine normale Ausbildung der Epidermis, da ihre Expression und Prozessierung in Haut
mit gestörter Dierenzierung, wie z.B. in Psoriasis, vermindert ist [36℄. In der Embryo-
nalentwiklung wird sie ab Tag E14,5 suprabasal in der Epidermis exprimiert, allerdings
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erst an Tag 17,5 in die katalytish aktiven Untereinheiten prozessiert [35℄. Die Tatsahe,
dass die Protease, durh die Caspase-14 prozessiert wird, niht bekannt ist [19, 85℄ sowie
die Übereinstimmung im Expressionsmuster von Caspase-14 und Taps geben Anlass zu
Überlegungen, ob Taps in diesem Zusammenhang eine Rolle spielen könnte. Für erste Ex-
perimente zur Beantwortung dieser Frage wurden Expressionsplasmide kloniert, die das
oene Leseraster von muriner Caspase-14 beinhalten. Erste Transfektionsexperimente in
HEK293-Zellen mit diesem Plasmid und in Kombination mit Taps-Expressionsvektoren
zeigen, dass Caspase-14 oenbar niht von Taps prozessiert wird, jedoh die Ezienz der
Autoproteolyse von Taps positiv beeinusst. Dies weist darauf hin, dass Taps sih mögli-
herweise innerhalb einer Signaltransduktionskaskade unterhalb von Caspase-14 bendet.
5.6 Ausblik
Die Ergebnisse dieser Arbeit postulieren, dass Taps eine wihtige Rolle in der Dieren-
zierung und Homöostase mehrshihtiger Epithelien spielt. In weiteren Experimenten soll
nun geklärt werden, welhe endogenen Substrate Taps hat. Darüber hinaus wird der Zu-
sammenhang zwishen der Aktivität von Caspase-14 bzw. Transglutaminase 3 und Taps
untersuht, der durh das praktish identishe Expressionsprol bzw. die Ergebnisse von
Matsui et al. [82℄ naheliegt. Darüber hinaus werden Experimente durhgeführt, um die
Regulation der spezishen Taps-Expression in dierenzierten Zellen, z.B. über DNA-
Methylierung zu analysieren.
Die Experimente mit den transgenen Mäusen werden in Wundheilungsstudien wei-
tergeführt, die zeigen sollen, ob in Taps-überexprimierenden Mäusen die Wundheilung
durh die veränderte Dierenzierung der Keratinozyten gestört ist. Die bereits begonnene
Generierung von Mäusen, die in der Epidermis JunB-dezient sind und Taps überexpri-
mieren, wird zeigen, ob durh die Überexpression von Taps die gestörte Dierenzierung in
der Epidermis JunB-dezienter Mäuse nah TPA-Behandlung normalisiert werden kann.
Eine TPA-Behandlung der Taps-dezienten Mäuse von Matsui et al. [82℄ könnte zeigen,
welhe Auswirkungen ein Fehlen von Taps auf die Stress-Antwort der Epidermis hat bzw.
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ob der gleihe Phänotyp wie bei JunB-dezienten Mäusen beobahtet werden kann.
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Taps ausshlieÿlih in dierenzierten Tumorzel-
len exprimiert wird und als Biomarker für die Untersheidung vershiedener Stadien der
Hautkarzinogenese geeignet sein könnte. Darauf könnten Experimente zur Evaluierung
von Taps als Marker für die Dierentialdiagnose von malignen und metastasierenden Tu-
moren vershiedener mehrshihtiger Epithelien aufbauen.
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